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O guaraná (Paullinia cupana) é um fruto nativo da região Amazônica, rico em amido, 
metilxantinas, compostos fenólicos e saponinas. Devido ao seu elevado potencial 
estimulante, seu extrato é utilizado principalmente no preparo de bebidas 
carbonatadas. No presente trabalho foram obtidas frações extraídas das sementes do 
guaraná, utilizando-se diferentes solventes. Inicialmente as sementes foram 
deslipidificadas com tolueno-etanol, tratado com metanol-água, obtendo-se a fração 
GMW. Posteriormente, o amido das sementes foi extraído com dimetilsulfóxido, 
obtendo-se as frações GD-I e GD-II, que foram avalid s quanto ao comportamento 
reológico em DMSO 90%. A fração GD-II apresentou viscosidade aparente (Pa.s) e 
módulo de armazenamento (G’) superiores aos encontrados para a fração GD-I, 
caracterizando um comportamento de gel fraco nas concentrações superiores a 15%. 
Além do amido, outras frações polissacarídicas foram obtidas, utilizando-se água e 
soluções aquosas de NaOH. Uma fração péctica (GHW-IIETF) foi isolada com água 
quente, purificada com enzimas α-amilase e amiloglucosidase, e ultrafiltração. Através 
de análises químicas e RMN-13C foi possível identificar uma homogalacturonana com 
algumas inserções de ramnogalacturonanas, contendo cadeias laterais compostas por 
arabinose e galactose. O grupo de frações hemicelulósicas extraídas com solução 
alcalina foi separado em GHA e GHB por métodos diferentes de precipitação dos 
polissacarídeos. O grupo GHA era composto majoritariamente pelos monossacarídeos 
Xyl e Glc e o grupo GHB por Glc, Xyl e Ara. Todas as hemiceluloses apresentaram 
elevados percentuais de proteína. Uma xilana contendo ácido glucurônico foi 
purificada a partir da fração extraída com NaOH 2M,empregando-se cromatografia de 
troca iônica para remoção das proteínas, tratamento zimático para remoção do 
amido, e diálise. Testes de atividade antioxidante foram realizados com duas frações 
de interesse, um extrato metanólico (GMW) e uma fração péctica (GHW-IIET). O 
extrato GMW mostrou elevado potencial antioxidante, tanto no ensaio de seqüestro de 
radical DPPH quanto de radical hidroxila (OH•). A fração GHW-IIET apresentou 
maior atividade no ensaio de seqüestro de radical hdroxila (OH•) e somente quando 
testada na maior concentração (10 mg/mL) apresentou considerável atividade 
seqüestrante de radical DPPH. Os resultados obtidos demonstram que, as sementes de 
guaraná contêm grande quantidade de amido (39%), além de polissacarídeos pécticos e 
hemiceluloses, que podem ser obtidos após remoção de c mponentes de menor massa 
molar. Amidos com diferentes percentuais de amilose foram obtidos exibindo 
diferentes características reológicas. A fração contendo componentes de menor massa 
e uma fração péctica exibiram atividade antioxidante. 
 
 











Guarana (Paullinia cupana) is a native fruit from the Amazon region, rich in starch, 
methylxanthines, phenolic compounds and saponins. Because of its high stimulant 
potential, its extract is used primarily in the preparation of carbonated beverages. In 
the present study, fractions extracted from the seeds of guarana, using different 
solvents were obtained. The lipids were removed from the seed with toluene-ethanol 
and then treated with methanol-water, yielding the fraction GMW. Subsequently, the 
starch of the seeds was extracted with dimethyl sulfoxide, resulting in fractions GD-I 
and GD-II, which were evaluated for the rheological behavior in DMSO 90%. Fraction 
GD-II showed storage modulus (G') and apparent viscos ty (Pa.s) higher than those 
found for the GD-I fraction, showing a weak gel-like behavior at concentrations higher 
than 15%. In addition to starch, other fractions of p lysaccharide were obtained, using 
water and aqueous NaOH. A pectic fraction (GHW-IIETF) was isolated with hot water 
and purified by enzymatic treatment with α-amylase and amyloglucosidase, and 
ultrafiltration. Using chemical analysis and 13C-NMR was possible to identify a 
homogalacturonans with some insertions of rhamnogalacturonans, with side chains 
containing galactose and arabinose. The fractions of hemicelluloses, extracted with 
alkaline solutions, were fractionated in GHA and GHB by different methods of 
precipitation. The GHA group was composed mostly by monosaccharides Xyl and Glc 
and GHB group by Glc, Xyl and Ara. All the hemicellulosic fractions showed high 
percentages of protein. A xylan containing glucuronic acid was purified from fraction 
obtained by 2M NaOH extraction, using ion-exchange chromatography for removal of 
the proteins, enzymatic treatment for removal the starch, and dialysis. Antioxidant 
activities tests were performed with two fractions, a methanolic extract (GMW) and a 
pectic fraction (GHW-IIET). GMW fraction showed hig antioxidant activity in vitro 
by the DPPH radical and hydroxyl (OH•) scavenging experiments. The GHW-IIET 
fraction showed higher hydroxyl radical scavenging activity, and only when tested at 
highest concentration (10 mg/mL) showed scavenging activity of DPPH radical. 
According to the results, a part from starch (39%), guarana seeds contain pectic 
polysaccharides and hemicelluloses, which can be obtained after removal of lower 
molecular weight compounds. Starches with different percentages of amylose were 
obtained showing different rheological properties. The fraction containing lower molar 
mass compounds and a pectic fraction exhibited antioxidant activity. 
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A família Sapindaceae abrange 2000 espécies distribuídas entre 140 a 150 
gêneros. Esta família apresenta algumas espécies de valor econômico, entre as quais se 
destacam: Lichia (Litchi chinensis), Longan (Dimocarpus longan) e o Guaraná 
(Paullinia cupana) (PELEGRINI et al., 2008; CLAUDINO et al., 2009), sendo este 
último objeto de pesquisa do presente trabalho.  
O guaraná foi assim denominado pelos indígenas da tribo Maués que 
descobriram o fruto antes mesmo da conquista do continente da americano. O 
guaranazeiro é uma espécie tipicamente brasileira e suas sementes são empregadas 
principalmente na fabricação de bebidas carbonatadas. Além do interesse das 
indústrias de bebidas, as sementes são consumidas também na forma em pó para 
preparo de bebidas, cápsulas ou comprimidos, sendo utilizadas para aumentar a 
capacidade física e cognitiva, devido ao elevado teor d  cafeína (KURI, 2008).  
Diversos trabalhos associam as propriedades medicinais do guaraná aos 
compostos de baixa massa molar existentes, porém, não há nenhum estudo que 
descreva os polissacarídeos presentes nestas sementes. Este tema mostra-se promissor, 
visto que em geral os polímeros de carboidratos possuem diversas aplicações 
industriais, (LIU et al., 2008; RAVI et al., 2008), podendo atuar como agentes 
espessantes, gelificantes, emulsificantes (EL-NOKALY; SOINI, 1999; TONELI; 
MURR; PARK, 2005), além de possuírem atividades imunomoduladoras, 
(SCHEPETKIN; QUINN, 2006; ROSÁRIO et al., 2008), antitumorais e antioxidantes 
(YANG et al., 2006; NOAMAN et al., 2008; YE et al., 2008).  
Devido ao interesse econômico pelas sementes há crescent s investimentos na 
cultura do guaraná, e nos últimos 5 anos o Governo do Estado do Amazonas, a AmBev 
e a Guaraná Antártica aplicaram R$ 34 milhões na profissionalização do produtor rural 
e desenvolvimento sustentável da região Amazônica. Estima-se que até 2013 estes 




O amido é encontrado como polissacarídeo de reserva nas sementes do 
guaraná, acumulando-se na forma de grânulos no citoplasma. Nenhuma informação a 
respeito das propriedades físico-químicas e reológicas deste polímero foi encontrada 
na literatura.  
Em relação aos polissacarídeos presentes na parede celular das sementes do 
guaraná também não foram encontrados dados na literatura.. 
O guaraná possui importante atividade antioxidante, associada até o momento 
aos compostos fenólicos presentes, porém não se sabe ainda se os polissacarídeos 
teriam ou não alguma influência sobre esta característica. Por este motivo o potencial 
antioxidante de uma fração polissacarídica foi investigado, bem como de um extrato 
metanol:água das sementes do guaraná. 
Entre as linhas de pesquisa desenvolvidas pelo grupo de química de 
carboidratos vegetais da Universidade Federal do Paraná está a caracterização 
estrutural de polissacarídeos de sementes (PETKOWICZ et al., 1998; PETKOWICZ et 
al., 2001; TEIXEIRA-SÁ et al., 2009). As propriedades físico-químicas dos 
polímeros, como o comportamento reológico, também tê  sido abordadas pelo grupo 
(BUSATO et al., 2009; KOOP et al., 2009). Assim, considerando à experiência do 
grupo e a ausência de dados a respeito dos biopolímer s presentes nas sementes do 
guaraná, neste trabalho este material foi analisada quanto à estrutura e propriedades de 
seus polissacarídeos. 
As aplicações industriais bem como as atividades biológicas dos 
polissacarídeos estão correlacionadas com algumas car cterísticas químicas, físico-
químicas e estruturais, dentre as quais se destacam  composição monossacarídica, 
solubilidade, grau de ramificação e tipos de ligações envolvidas. Assim, torna-se 
imprescindível a elucidação da estrutura química par o direcionamento adequado na 
utilização destas biomoléculas. Deste modo, justificam-se os estudos visando à 
elucidação da estrutura, características físico-químicas e atividade antioxidante dos 




1.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Isolar e caracterizar os polissacarídeos de sementes de Paullinia cupana 
(guaraná), estudar a estrutura, propriedades reológicas e atividade antioxidante das 
frações de interesse. 
 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
  
• Extrair os polissacarídeos das sementes de Paullinia cupana (guaraná) através 
de extrações seqüenciais com dimetilsulfóxido (DMSO), soluções aquosas e alcalinas; 
• Determinar a composição monossacarídica, o teor d açúcar total e proteína das 
frações obtidas;  
• Avaliar a homogeneidade das frações através de cromatografia de exclusão 
estérica de alta pressão (HPSEC);  
• Purificar as frações de interesse através de cromatografia de troca iônica, 
sistemas de diálise e ultrafiltração; 
• Analisar estruturalmente os polissacarídicas purificados, utilizando métodos 
químicos (metilação) e espectroscópicos (RMN-13C e GC-MS); 
• Avaliar o comportamento reológico das frações de amido extraídas com 
DMSO, através de análises dinâmico-oscilatórias e estáticas; 




2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 Paullinia cupana 
 
 Paullinia é um gênero pertencente à família Sapindaceae, que inclui 195 
espécies distribuídas nos trópicos e subtrópicos americanos. Dentre estas espécies, 
pelo menos nove são provenientes do Brasil, incluindo Paullinia cupana (Kunth) 
variedade sorbilis [(Mart.) Ducke]. Esta espécie é nativa da região Amazônica e 
popularmente conhecida por guaraná (ÂNGELO et al., 2008). 
  A variedade cultivada do guaraná apresenta em média 2 m de altura e um 
diâmetro duas vezes superior. Crescendo em “terra firme”, latossolo profundo e ácido, 
o guaranazeiro é uma trepadeira lenhosa, que busca a direção da luz disponível na 
parte superior da floresta. As inflorescências começa  a se expandir no período menos 
chuvoso, de maio a junho, sinalizando a época de floração. Os frutos do guaraná 
apresentam coloração vermelha, com características cap ulares, contendo de uma a 
três sementes (ERICKSON et al., 1984), como mostrado na Figura 1. 
 O maior interesse pelas sementes do guaraná é da indústria de bebidas 
carbonatadas, principalmente pelo alto teor de cafeín , sendo que 44% da produção 
nacional é destinada a este setor. O restante é dividido entre laboratórios e indústrias 
de beneficiamento, extração e fabricação de xaropes para bebidas, restando 10,5% que 
é exportado na forma in natura (KURI, 2008).  
O cultivo do guaraná é exclusivamente brasileiro, e s estados do Amazonas e 
Bahia possuem a maior área plantada do fruto nas su respectivas regiões. Juntos, 









FIGURA 1 - CACHO DE FRUTOS DE GUARANÁ, MOSTRANDO O FRUTO 
COM SUAS SEMENTES (PARDO-NEGRA) ENTRE A POLPA 
(BRANCA) (A). SEMENTES ISOLADAS DE GUARANÁ (B)  
 
 
2.1.1 Propriedades químicas e medicinais das sements do guaraná 
 
 
 O percentual de cafeína presente nas sementes do guaraná varia de 3,2 a 7%, 
sendo cerca de 6 vezes superior ao encontrado nas sementes do café (PAGLIARUSSI 
et al., 2002). A cafeína é a substância psicoativa mais con umida em todo o mundo, 
sendo classificada entre os compostos com bases purínicas metiladas (metilxantinas), 
estruturalmente identificada como 1,3,7-trimetilxantina (TFOUNI et al., 2007). Foi 
isolada pela primeira vez das sementes de café em 1819 por Friedlieb Ferdinand 
Runge (WALDVOGEL, 2003). Este alcalóide aumenta o estado de alerta do 
indivíduo, melhorando a capacidade cognitiva e a resistência ao cansaço físico 
(KUSKOSKI et al., 2005). 
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 As metilxantinas não são os únicos compostos responsáveis pelas propriedades 
terapêuticas do guaraná. A atividade antioxidante, por exemplo, está associada às 
elevadas concentrações de compostos fenólicos, como taninos, e a atividade 
antiinflamatória à presença de saponinas. A presença de teobromina e a teofilina nas 
sementes do guaraná justificam o efeito broncoprotetor, atividade imunomodulatória e 
antiinflamatória, além do melhoramento da circulação sanguínea e do retardo no 
envelhecimento precoce (KUSKOSKI et al., 2005).  
 Diversas pesquisas sobre as propriedades medicinais do guaraná têm sido 
realizadas, principalmente nas últimas três décadas. Dentre as atividades verificadas 
destacam-se a inibição da agregação plaquetária in vitro e in vivo (BYDLOWSKI et 
al., 1988; SUBBIAH; YUNKER, 2008), efeito protetor contra lesão gástrica induzida 
in vivo por etanol e indometacina (CAMPOS et al., 2003), ações antigenotóxica in vivo 
(FUKUMASU et al., 2006), antibacteriana e antioxidante in vitro (BASILE et al., 
2005). 
 Espinola et al. (1997) administraram oralmente em camundongos machos 
Swiss, uma suspensão de 0,3 e 3,0 mg/mL do pó das sementes de guaraná e 
verificaram que na menor concentração houve um aumento significativo da capacidade 
física, quando os animais foram submetidos à natação forçada após 100 e 200 dias de 
tratamento. Os autores também avaliaram os efeitos do guaraná sobre a memória e 
observaram reversão parcial dos efeitos amnésicos induzidos por escopolamina. Estes 
autores determinaram apenas a quantidade de taninos (16,0%), cafeína (2,1%), cinzas 
(1,5%) e umidade (8,8%) das sementes do guaraná.   
Fukumasu et al. (2008) trataram camundongos diariamente com guaraná em pó 
(2 mg/g) e no sétimo dia deste tratamento, células de melanoma foram injetadas na 
calda dos animais, por via intravenosa. Após 21 dias e tratamento, os animais foram 
sacrificados e avaliados. Os resultados mostraram que os animais tratados com o 
guaraná apresentaram 68,6% de redução da área tumoral e um aumento de 4,85 vezes 
do índice apoptótico, quando comparados aos animais do grupo controle sem 
tratamento. Estes autores associam os resultados observados à catequinas, 
epicatequinas, ent-epicatequinas, e procianidinas pre entes nas sementes do guaraná 
(YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). 
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Além dos compostos já citados e das atividades biológicas associadas, as 
sementes do guaraná possuem outras substâncias que ainda não foram estudadas 
quanto as suas propriedades medicinais, entre estas, ão os cianolipídios (AVATO et 
al., 2003; LAGO et al., 2000). Avato et al. (2003) encontraram percentuais de 
cianolipídios e acilgliceróis, de 3% e 28%, respectivamente, em relação ao total de 
lipídios presentes nas sementes. Os ácidos graxos predominantes dentre os 
cianolipídios, lipídios derivados do aminoácido leucina, foram cis-11-octadecenóico, 
cis-11-eicosanóico, cis-13-eicosenóico e ácido oléic . Já entre os acilgliceróis, os 
ácidos graxos mais abundantes foram ácido oléico, cis-11-octadecenóico, ácido 
linoléico e cis-11-eicosanóico. Os autores sugerem que esta classe de lipídios esteja 
presente somente entre as espécies da família Sapindaceae. 
 Dentre os carboidratos presentes nas sementes do guaraná foram descritos 
apenas os conteúdos de carboidratos totais (73,6%), fibras (11%), amido (40%) e 
açúcares redutores (4,4%) (KURI, 2008), não sendo ec ntrados dados a respeito da 
caracterização dos polissacarídeos presentes na parede celular. Quanto ao teor de 
amido, há controvérsias nos percentuais encontrados, sendo descritos valores entre 40 
e até 60% (PAGLIARUSSI et al., 2002; BARRETO; RIBEIRO, 2005; KURI, 2008).  
 
 
2.2 SEMENTES  
 
 
A reprodução sexual das angiospermas e também das gimnospermas resulta na 
formação da semente que é proveniente do óvulo fertilizado. A semente contém um 
embrião que consiste num eixo simples (radícula/ hipocótilo) no qual os cotilédones 
são ligados. Em muitas angiospermas o embrião na sement  madura é cercado pelo 
endosperma (semente de mamona, por exemplo), ou este tecido pode estar mais 
desenvolvido lateralmente, como nos cereais. O endosperma pode ser ausente nas 
sementes maduras das angiospermas (ervilhas, feijões), ou até apresentar-se reduzido a 
poucas camadas da célula (alface, pepino, tomate) (BLACK, 2001).  
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O tegumento torna-se rígido e mais abundante na porção externa das sementes 
(testa), formando um complexo de camadas celulares. A dureza é conferida pela 
presença de fibras lignificadas e a parede celular pode ser impregnada de cutina e 
fenóis (INGROUILLE, 2002). 
Em algumas espécies de sementes ocorre armazenamento de hemiceluloses no 
interior da parede celular dos tecidos extra-embrioná i s de estocagem (endosperma 
ou perisperma) (NONOGAKI, 2008). Dentre os principais polissacarídeos de reserva 
de parede estocados pelas sementes estão as mananas, glucomananas, galactomananas, 
xiloglucanas e galactanas (BUCKERIDGE; DOS SANTOS; TINÉ, 2000). Enzimas 
responsáveis pela hidrolise destes polissacarídeos liberam unidades monossacarídicas 
que são transportadas para o embrião, sendo então fosf riladas e convertidas a 
sacarose, quando há necessidade de suporte no crescimento das mudas. A produção 
excessiva de sacarose leva a síntese temporária de mido no cotilédone, que é 
recrutado quando o conteúdo de açúcar está reduzido na célula. O amido, por sua vez, 
é o carboidrato de reserva mais comumente encontrad no citoplasma de sementes 
(NONOGAKI, 2008). 
Poucos estudos relatam os polissacarídeos existente na parede celular das 
sementes da família do guaraná (Sapindaceae). De Oliv ira et al. (2001) estudaram a 
estrutura e a composição química das diferentes camad s da casca de sementes de 
Magonia pubescens, pertencente a esta família. Foram encontrados princi almente 
celulose, polissacarídeos ácidos, compostos fenólicos, taninos e lignina. Estes 
compostos foram detectados através de métodos de coloração específicos, 







2.3 POLISSACARÍDEOS DA PAREDE CELULAR VEGETAL 
 
 
Os principais componentes presentes na parede celular vegetal são carboidratos, 
embora proteínas e compostos fenólicos também possam e tar presentes. Existem dois 
tipos de parede celular, primária e secundária, as qu is possuem composições químicas 
e períodos de surgimento diferentes nas células vegetais. A parede celular primária é 
uma matriz extracelular flexível que se deposita enqua to as células estão se 
expandindo. Quando a expansão cessa, uma parede celular secundária é por vezes 
estabelecida no interior da parede primária, tornando-a mais resistente. Entre as 
paredes celulares primárias das células vizinhas está a lamela média, que é rica em 
pectinas (COSGROVE, 2005).  
Entre os polissacarídeos da parede celular primária encontram-se a celulose, as 
hemiceluloses e as pectinas. A celulose, polímero rígido e linear de glucose ligada β-
(1→4), compreende aproximadamente 30-60% da parede celular das gimnospermas e 
aproximadamente 60-65% da parede celular das angiospermas (BeMILLER, 2001b). 
As hemiceluloses são polissacarídeos fisicamente associ dos com a celulose, contendo 
uma cadeia principal de glucose, xilose ou manose, normalmente contendo 
ramificações com arabinose, xilose, galactose, fucose ou ácido glucurônico 
(BeMILLER, 2001a; FRY, 2001). Estes polissacarídeos c rrespondem de 15-35% da 
parede celular, embora o percentual possa exceder 40% em algumas espécies de 
angiospermas (BeMILLER, 2001b).  
A Figura 2 representa a estrutura da parede celular primária do tipo I. A rede de 
microfibrilas de celulose interconectadas com as hemic luloses está embebida numa 
matriz de polissacarídeos carregados negativamente, denominados pectinas, que 
correspondem 1 a 4% da parede celular (DAVIES, 2001). As microfibrilas de celulose 
são sintetizadas por grandes complexos hexaméricos na membrana plasmática, 
enquanto hemiceluloses e pectinas, que compõem a matriz polissacarídica, são 
sintetizadas no aparato de Golgi, sendo depositadas na uperfície da parede por 
vesículas. Na maioria das espécies (dicotiledôneas e lgumas monocotiledôneas-não 
comelinóides) a principal hemicelulose é a xiloglucana, caracterizando assim a parede 
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celular primária do tipo I, enquanto que arabinoxilanas e outras hemiceluloses são 
encontradas em menores quantidades. As monocotiledôneas-comelinóides possuem 
parede celular do tipo II, que apresenta em sua composição celulose interligada 
principalmente com glucuronoarabinoxilanas ao invés de xiloglucanas (COSGROVE, 




FIGURA 2 - ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR VEGETAL PRIMÁRIA DO 
TIPO I  
FONTE: Adaptado de Cosgrove (2005) 
 
A parede celular secundária apresenta celulose, hemiceluloses e lignina como 
componentes majoritários. Neste tipo de parede celular as hemiceluloses formam uma 
rede juntamente com a celulose e desta forma a lignina se mantém associada através de 
ligações cruzadas, tornando esta estrutura mais rígida e hidrofóbica. As hemiceluloses 
presentes na parede celular secundária são as xilanas e as glucomananas. Nas 
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angiospermas há predomínio de xilanas, enquanto as gimnospermas apresentam 
principalmente galactoglucomananas (ZHONG; YE, 2009).  
 
 
2.3.1 Pectinas  
 
 
As pectinas são estruturalmente e funcionalmente os poli sacarídeos mais 
complexos presentes na parede celular vegetal. Desemp nham funções relacionadas 
com crescimento, morfologia, desenvolvimento, adesão, expansão, porosidade, 
sinalização e respostas de defesa contra patógenos (MOHNEN, 2008). Na indústria de 
alimentos e cosméticos as pectinas são utilizadas como gelificantes e estabilizantes, 
além de apresentarem efeitos positivos sobre a saúde humana (WILLATS et al., 2006), 
incluindo a redução dos níveis de colesterol, glucose sérica, prevenção ao câncer e 
estimulação da resposta imune. Além destas aplicações, as pectinas vêm sendo 
utilizadas na produção de biomateriais, filmes, adesivos, plastificantes e sistemas de 
liberação controlada de fármacos (MOHNEN, 2008).   
As pectinas pertencem a uma família de polissacarídeos ácidos, ricos em ácido 
galacturônico (α-D-GalpA), incluindo homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas 
I (RG-I), ramnogalacturonanas II (RG-II), xilogalacturonanas (XGA) e 
apiogalacturonanas (MOHNEN, 2008).  
As homogalacturonanas são constituídas de unidades de α-D-GalpA (1→4). 
Estas unidades podem estar metil-esterificadas em C-6, bem como O-acetiladas em O-
2 ou O-3 (CAFFALL; MOHNEN, 2009).  
Nas pectinas a proporção de grupos metil-ésteres presentes no C-6 do ácido 
galacturônico, usualmente representada pelo grau de esterificação (DE), influenciam 
na sua utilização comercial. Dependendo do grau esterificação, as pectinas são 
divididas em dois grupos, pectinas com alto grau de esterificação, com um DE 
superior a 50%, e pectinas com baixo grau de esterificação, com um DE inferior a 50% 
(MORRISON, 2001).  
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A formação do gel em pectinas com alto grau de esterificação ocorre por 
ligações cruzadas das homogalacturonanas, através de pontes de hidrogênio e 
interações hidrofóbicas entre os grupos metoxila, ambos promovidos por pH baixo e 
alta concentração de açúcar. Em pectinas com baixo grau de esterificação, íons 
divalentes como o cálcio interagem com grupos carboxílic s livres (C-6) formando um 
complexo entre duas cadeias (WILLATS et al., 2006). Um alto grau de esterificação é 
de considerável importância na indústria de alimentos, visto que o processamento de 
frutas na fabricação de geléias requer baixo pH e altas concentrações de sacarose 
(O’NEILL; DARVILL; ALBERSHEIM, 2001).   
Ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I) apresentam em sua composição uma 
cadeia principal de unidades repetitivas de [→ 4) α-D-GalpA (1→2) α-L-Rhap (1→]n. 
Esta estrutura, quando isolada de sementes, apresenta-se majoritariamente não 
ramificada, já quando isolada de parede celular, apoximadamente metade das 
unidades de ramnose estão substituídos. As substituições estão presentes no C-4 da 
ramnose e geralmente são compostas de α-(1→5)-L-arabinana, β-(1→4)-D-galactana, e 
arabinogalactanas, ocorrendo variações no grau de substituição destas cadeias 
(CAFFALL; MOHNEN, 2009). Outras unidades glicosídicas podem estar presentes, 
incluindo α-L-fucose, ácido β-D-glucurônico, ácido 4-O-metil-β-D-glucurônico e ácidos 
fenólicos como o ácido ferúlico. As RG-I podem apresentar cadeias laterais, com mais 
de 20 unidades, ou até mesmo com uma simples unidade glicosídica. (O’NEILL; 
DARVILL; ALBERSHEIM, 2001).  
Nas xilogalacturonanas, apiogalacturonanas e ramnogalacturonanas do tipo II 
(RG-II) a cadeia principal é composta de ácido galacturônico ligado α (1→4) e o que 
as tornam diferentes são seus substituintes. As xilogalacturonanas são substituídas em 
O-3 por β-D-xilose. Esta unidade pode ligar-se a outra unidade de D-xilose através de 
ligação β (1→2) (CAFFALL; MOHNEN, 2009). As apiogalacturonanas são 
substituídas em O-2 na cadeia principal e estão ligadas a uma unidade ou a um 
dissacarídeo de apiose, [β-D-Apif (1→3) β-D-Apif (1→] (O’NEILL; DARVILL; 
ALBERSHEIM, 2001). As RG-II possuem estruturas altamente complexas. 
Apresentam como seus substituintes oligossacarídeos contendo 12 tipos diferentes de 
açúcares, dentre eles os mais raros: apiose, 2-O-metil xilose, 2-O-metil fucose, ácido 
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acérico (3-C-carboxi-5-deoxi-L-xilose), Dha (ácido 3-deoxi-D-lixo-2-heptulosárico) e 
Kdo (ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosônico). As cadeias de RG-II formam 
dímeros através de ligações ésteres entre as unidades de apiose e o elemento Boro 






 As hemiceluloses são freqüentemente descritas como polímeros de parede 
celular solúveis em soluções alcalinas. São constituídos de unidades de glucose, xilose 
ou manose piranosídicas β-(1→4) ligadas, com O-4 na posição equatorial. Estas 
características imprimem numa conformação semelhante  da celulose, o que resulta 
na tendência a formação de pontes de hidrogênio entre estas duas estruturas 
(CAFFALL; MOHNEN, 2009). 
 As xilanas são uma classe de polissacarídeos ligados por unidades de xilose β-
(1→4), podendo conter ramificações com outros açúcares, s ndo denominadas 
heteroxilanas, ou serem lineares como as homoxilanas. A maioria das heteroxilanas 
são substituídas em O-2 ou O-3, geralmente se apresentam como L-arabino-D-xilanas, 
D-glucurono-D-xilana ou D-glucurono-L-arabino-D-xilanas. Dependendo da fonte 
vegetal estas estruturas podem representar de 7% a 30% da matéria orgânica 
(MORRISON, 2001). Algumas unidades de arabinose podem apresentar ferulato 
esterificado em O-5. Dependendo da fonte as unidades de xilose da caeia principal 
podem exibir grupamentos acetil em O-2 ou O-3 (FRY, 2001). 
 As xiloglucanas são polissacarídeos constituídos de uma cadeia principal de β-
D-Glcp (1→4) ligadas, substituídas em O-6 por α-D-Xylp. As unidades de xilose 
podem estar substituídas em O-2 por β-D-Galp, e estas por sua vez podem ser 
substituídas por α-L-Fucp em O-2. As xiloglucanas correspondem em média a 25% da 
parede celular primária das dicotiledôneas (MORRISON, 2001). 
 O grupo das mananas inclui galactomananas e galactog u omananas 
constituídas por uma cadeia principal de β-D-Manp-(1→4), substituída em O-6 por α-
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D-Galp, no caso de uma galactomanana. Já para galactoglucomananas a cadeia 
principal apresenta-se intercalada com  β-D-Glcp-(1→4) (MORRISON, 2001; 






A reologia pode ser definida como a ciência da deformação e do escoamento da 
matéria, ou seja, é o estudo da maneira, segundo a qual os materiais respondem à 
aplicação de uma determinada tensão ou deformação (TONELLI; MURR e PARK, 
2005).  
 A reologia clássica considera o comportamento de dois sistemas: um sólido 
elástico e o um líquido viscoso. O sólido elástico é um material com forma definida, 
que ao ser deformado por uma tensão externa, dentro de certos limites, irá retornar à 
sua forma original após remoção destas forças. Já o líquido viscoso não apresenta uma 
forma definida e irá escoar, irreversivelmente, com aplicação de uma força externa 
(STANLEY; GOFF; SMITH, 1996). 
Os fluidos ideais seguem a Lei de Newton e são chamados fluidos newtonianos. 
Neste caso a tensão de cisalhamento gerada é diretamente proporcional à taxa de 
cisalhamento e a resistência que o fluido oferece ao scoamento é caracterizada como 
a sua viscosidade. Neste caso a tensão de cisalhamento (τ) é igual à viscosidade () 




Os fluidos não-newtonianos são definidos como aqueles cuja viscosidade 
depende da taxa de cisalhamento, dentre eles destacam-se os fluidos dilatantes, 
plásticos e pseudoplásticos, (SCHRAMM, 2006). 
Diversas substâncias como emulsões, suspensões ou dispersões de alta 
importância técnica ou comercial pertencem ao grupo dos fluidos pseudoplásticos. 
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Estes se caracterizam pela diminuição na viscosidade aparente com o aumento da taxa 
de cisalhamento. Em repouso, as partículas ou cadeias poliméricas mantêm uma ordem 
interna irregular, caracterizadas por uma considerável resistência interna ao fluxo, ou 
seja, uma alta viscosidade. Com o aumento das taxasde cisalhamento a viscosidade 
diminui devido à mudança de orientação e alinhamento das partículas ou moléculas em 
direção ao fluxo. Este fato se deve ao rompimento de agregados e entrelaçados 
moleculares, que por sua vez permitirão um escoamento mais rápido (SCHRAMM, 
2006). 
 Fluidos viscoelásticos não-newtonianos apresentam t nto propriedades de 
fluidos (viscosas) quanto de sólidos (elásticas). Para avaliar soluções poliméricas é 
necessário verificar o comportamento reológico em sistemas dinâmicos onde a amostra 
é submetida a tensões oscilatórias. O caráter de sóli o e de líquido é verificado através 
dos valores de G’ (módulo de armazenamento) e G’’(módulo de perda), 
respectivamente. Estes módulos são expressos em Pascal (Pa), onde G’ significa que a 
energia de tensão é temporariamente armazenada durante o teste, porém pode ser 
recuperada posteriormente, e G’’ indica que a energia usada para iniciar o fluxo é 
irreversivelmente perdida, sendo transformada em calor de cisalhamento 
(SCHRAMM, 2006).  
Se uma substância for puramente viscosa seu módulo de armazenamento (G’) 
será igual a zero, e se ela for puramente elástica seu módulo de perda (G’’) será igual a 
zero. Porém a maioria das substâncias apresenta o módulo das duas componentes. 
(SCHRAMM, 2006).  
Polissacarídeos normalmente são ótimos espessantes e quando dissolvidos num 
solvente adequado aumentam a viscosidade da solução. Esta característica depende da 
concentração do polímero, massa molar, falta de flexibi idade, temperatura, taxa de 
cisalhamento adotada, bem como peculiares do solvente (RINAUDO, 2005).   
Devido à elevada massa molar do amido, a baixa solubilidade em água e 
também a sua tendência para formação de agregados, algumas propriedades funcionais 
são de difícil avaliação em solução aquosa (CHAMBERLAIN; RAO, 1999). Por este 
motivo o comportamento reológico do amido tem sido nvestigado empregando 
DMSO como solvente (CHAMBERLAIN; RAO, 1999; DE VASCONCELOS; 
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PEREIRA; FONSECA, 2001; SHON; LIN; YOO, 2005). A influência de alguns 
parâmetros como inchamento ou retrogradação são fortemente reduzidos quando o 
amido é solubilizado em DMSO ou soluções aquosas do mesmo (COOREMAN, 
RENSBURG; DELCOUR, 1995).  
 
 
2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE POLISSACARÍDEOS 
 
 
Espécies reativas de oxigênio são produzidas sob condições celulares normais e 
desempenham funções importantes, como por exemplo, na sinalização celular, em 
resposta imunológica, além de terem um papel essencial na morte celular. Porém, 
quando presentes em altas concentrações, estas espécies reativas de oxigênio podem 
danificar proteínas, carboidratos e lipídeos celulares ou formarem adutos de DNA que 
por sua vez podem promover atividade carcinogênica. As espécies reativas de oxigênio 
mais comuns são peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion superóxido (O2
•-) e radical 
hidroxila (OH•) (KARDOŠOVÁ; MACHOVÁ, 2006; SEIFRIED et al., 2007).  
O radical hidroxila (OH•)  é considerado uma das espécies mais reativas devido 
a sua instabilidade química. Este radical está envolvido no processo de iniciação da 
peroxidação lipídica das membranas biológicas, bem co o na oxidação e danos às 
proteínas, ao DNA nuclear e mitocondrial. Carboidratos e os ácidos ribonucléicos 
(RNA) também são alvos do radical OH•. Este radical participa da origem ou 
agravamento de múltiplas doenças e patologias humanas, dentre as quais estão o 
câncer, desordens neurológicas, doenças crônico-inflamatórias, aterosclerose, infarto 
de miocárdio, doenças relacionadas à sobrecarga de ferro, até mesmo na fadiga 
muscular em exercício atenuante. Além disso, o radical OH• está envolvido também no 
processo de envelhecimento natural provocado pelo acúmulo de danos no DNA e nas 
proteínas celulares (HERMES-LIMA, 2004).  
A reação do H2O2 com Fe
2+, conhecida como reação de Fenton, gera radical 
OH•. Henry J. H. Fenton nunca mencionou a formação do ra ical OH•, mas foi ele 
quem em 1894 descobriu o forte poder oxidante da mistura de Fe2+ + H2O2. Em 1934 
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Haber e Weiss propuseram que o radical OH• era formado através da reação do ânion 
superóxido com peróxido de hidrogênio na presença de ferro. Nesta reação o ânion 
superóxido reduz o Fe3+ e desta forma há geração de Fe2+ e oxigênio. Para a reação de 
Fenton continuar o Fe3+ precisa ser convertido em Fe2+ por agentes redutores como o 
ânion superóxido e o ascorbato (HERMES-LIMA, 2004). As equações seguintes 
exemplificam as reações descritas.  
 
Fe2+ + H2O2  → Fe
3+ + OH- + OH•  
O2
•- + Fe3+  → Fe2+ + O2 
_______________________________________ 
H2O2 + O2
•- → O2 + OH
- + OH• 
 
 
O uso de antioxidantes pode reduzir a formação ou seqüestrar os radicais livres 
gerados na reação de Fenton (QI et al., 2006). A finalidade de um antioxidante em 
condições fisiológicas é prevenir que o excesso de espécies reativas de oxigênio atinja 
os alvos onde os danos celulares possam ocorrer. Dentre os antioxidantes existentes 
nos sistemas biológicos, as enzimas celulares glutationa peroxidase, catalase e 
superóxido dismutase compõem os principais sistemas de defesas contra os radicais 
livres (DJORDJEVIĆ, 2004). Além disso, algumas vitaminas (E e C), minerais, fibras 
e compostos fitoquímicos presentes nos alimentos, desempenham importantes funções 
relacionadas às defesas antioxidantes (BLASA et al., 2010).  
A atividade antioxidante de metabólitos secundários derivados de plantas, tais 
como compostos fenólicos, glicosinolatos e carotenóides são amplamente descritas 
(LAKO et al., 2007; MAJHENIČ; ŠKERGET; KNEZ, 2007; VIG et al., 2009), porém 
nos últimos anos, pesquisas envolvendo polissacarídeos também têm despertado 
interesse dos pesquisadores (YANG et al., 2006; YANG et al., 2008; 
CHATTOPADHYAY et al., 2010; LUO et al., 2010).  
O mecanismo pelo qual os polissacarídeos teriam ativid de antioxidante ainda 
não é bem esclarecido. Alguns autores sugerem que estas macromoléculas podem doar 
átomos de hidrogênio, e estes ao se combinarem com radicais livres formariam um 
radical mais estável, interrompendo a reação. Outra possibilidade é que os 
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polissacarídeos podem se combinar com elementos nece sários para a reação radicalar, 
encerrando a reação (CHEN; ZHANG; XIE, 2005).  
Para o OH• existem dois tipos de mecanismos antioxidantes. Um deles suprime 
a geração do radical, e o outro remove os radicais gerados. No primeiro caso, a 
atividade antioxidante pode estar associada a complexos formados com íons metálicos, 
impedindo a reação destes com o peróxido de hidrogêni , que conseqüentemente 
dariam origem aos radicais OH• pela reação de Fenton (UEDA et al., 1996). Alguns 
autores acreditam que a atividade antioxidante de polissacarídeos pode estar 
relacionada com a capacidade destas moléculas quelarem ferro, impedindo assim que a 
reação de Fenton ocorra (QI et al., 2006).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
  
 
 O pó das sementes de guaraná (Paullinia cupana) (n° lote - 8656A8) foi 
fornecido pela empresa HERBARIUM LABORATÓRIO BOTÂNICO LTDA. 
 
 
3.2 PROCEDIMENTOS DE EXTRAÇÃO 
 
 
3.2.1 Deslipidificação e inativação enzimática 
 
 O pó do guaraná (450 g) foi deslipidificado em aparelho Soxhlet usando uma 
mistura de tolueno:etanol (2:1), até a remoção total da porção apolar (~8 dias). Para 
inativação enzimática a amostra (396,1 g) foi tratad  com metanol-água 4:1 (v/v) por 
20 minutos sob refluxo.  
 
 
3.2.2 Extração com DMSO 
 
 
Após deslipidificação e inativação enzimática do pó de guaraná, o material 
(373,6 g) foi submetido a duas extrações seqüenciais om DMSO (24 h e 120 h). As 
extrações foram realizadas utilizando-se um shaker com agitação circular (120 rpm). 
Após cada extração o material foi centrifugado, e os extratos resultantes foram 
precipitados com três volumes de etanol 96%, permanecendo sob refrigeração por 24 
horas. Posteriormente, os polissacarídeos precipitados foram separados por 
centrifugação (12.500 g, 20 min), e então lavados com etanol 96% (3x) e secos em 
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estufa a vácuo a temperatura ambiente, gerando as frações GD-I (extração de 24 h) e 
GD-II (extração de 120 h).  
O resíduo das extrações com DMSO foi lavado com água várias vezes para 
remoção do DMSO, e a porção extraída foi separada, concentrada e precipitada como 
já descrito para as outras duas frações. A fração resultante deste procedimento foi 
chamada de GD-III. A nomenclatura das frações tem a letr  inicial do guaraná e do 
solvente (DMSO). Os números romanos indicam a seqüência em que foi extraído. 
 
 
3.2.3 Extrações aquosas 
 
 
Com o resíduo da extração feita com DMSO foram realizadas duas extrações 
aquosas seqüenciais a 25 °C, sob agitação mecânica por 4 horas, obtendo-se as frações 
GW-I e GW-II. Com o resíduo da extração aquosa, outras duas extrações foram 
realizadas a 90 °C por 4 horas, com a finalidade de se obter frações pécticas, dando 
origem as frações GHW-I e GHW-II. Os extratos obtidos foram concentrados e 
adicionados a três volumes de etanol 96%, sendo entã  mantidos sob refrigeração por 
24 horas, seguidos de centrifugação (12.500 g, 20 min). Os precipitados obtidos foram 
lavados com etanol 96% e secos em estufa a vácuo a temperatura ambiente. Para estas 
frações a letra “W” indica o solvente empregado (water) e a letra “H” a condição (hot). 
Os números romanos indicam a seqüência em que foi extraído. 
 
 
3.2.4 Extrações alcalinas 
 
 
O resíduo da extração aquosa a quente foi utilizado para obtenção das 
hemiceluloses A e B, com diferentes concentrações de álcali, na presença de NaBH4 
(PETKOWICZ et al., 1998). Inicialmente o material foi extraído seqüncialmente (2x) 
com uma solução de NaOH 2M, por 4 horas, em sistema de gitação mecânica. O 
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mesmo procedimento foi repetido com o resíduo desta extr ção, porém empregando-se 
NaOH 4M. Os extratos alcalinos foram neutralizados c m ácido acético e o material 
precipitado nestas condições foi separado por centrifugação (12.500 g, 20 min), lavado 
com etanol 96% (3x), seco em estufa a vácuo, e denominado de hemicelulose A. Já o 
sobrenadante resultante deste procedimento foi concentrado, dialisado e então 
precipitado com etanol 96% (3 volumes). O material precipitado foi separado por 
centrifugação (12.500 g, 20 min), lavado com etanol 96% (3x), seco em estufa a 
vácuo, sendo então denominado de hemicelulose B. Para identificação destas frações 
utilizou-se as letras “GHA” para hemicelulose A e “GHB” para hemicelulose B, 
seguido dos números 2 ou 4 que indicam a concentração de álcali empregada (2 ou 
4M). Desta forma foram obtidas as frações GHA2-I, GHA2-II, GHB2-I, GHB2-II, 
GHA4-I, GHA4-II, GHB4-I e GHB4-II. O resíduo final (final residue) obtido após 
extrações alcalinas foi então denominado de FRG (~60 g). 
A Figura 3 apresenta o fluxograma de extração das sementes do guaraná, 
descritos nos itens 3.2.1 a 3.2.4, com seus respectivos rendimentos. 
 
 




3.3 FRACIONAMENTO E PURIFICAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS 
 
 
 Os polissacarídeos extraídos com água quente e solução alcalina de NaOH 2M 
foram selecionados para purificação, com a finalidade de se obter frações de pectina e 
hemicelulose, respectivamente. O fluxograma da Figura 4 apresenta os rendimentos e 
a estratégia experimental empregada para a purificação das frações GHW-I, GHW-II, 
GHA2-I e GHA2-II, que serão posteriormente descritas nos itens 3.3.1 até 3.3.2.6. 
 
 
3.3.1 Fracionamento e purificação das frações extraídas com água quente 
 
 
3.3.1.1 Remoção do amido 
 
 
As frações GHW-I (2,62 g/262 mL) e GHW-II (1,9 g/190 mL) foram tratadas 
com as enzimas amiloglucosidase (0,4 mL) (MEGAZYME) e α-amilase termoestável 
(0,2 mL) (SIGMA), para remoção do amido remanescente. A mistura permaneceu sob 
baixa agitação a 40 °C, pH 4,5, conforme indicação dos fabricantes. A digestão foi 
controlada pelo teste de lugol, até que este apresentasse resultado negativo. Em 
seguida a mistura foi submetida à fervura por 15 min, para promover desnaturação das 
enzimas, sendo posteriormente centrifugada (12.500 g, 10 min), descartando-se o 
precipitado. O sobrenadante foi dialisado para remoção dos produtos da hidrólise 
enzimática (24 h), liofilizado e as frações geradas foram denominadas GHW-IET e 




FIGURA 4 -  FLUXOGRAMA DE PURIFICAÇÃO DAS FRAÇÕES OBTIDAS DAS 





A fração GHW-IIET (75 mg) foi submetida à ultrafiltração empregando-se uma 
membrana de 0,1 µm (Millipore®). A membrana foi inserida num aparato de 
ultrafiltração, acoplado a um cilindro de gás compri ido, e desta forma foram obtidas 
duas frações, uma retida (GHW-IIETR) e a outra filtrada (GHW-IIETF).  
 
 




3.3.2.1 Fracionamento por congelamento e degelo 
 
 
As frações polissacarídicas GHA2-I e GHA2-II foram solubilizadas em água 
destilada e submetida a congelamento. Em seguida o material foi descongelado a 
temperatura ambiente e a porção insolúvel foi separada por centrifugação (12.500 g 
por 15 min). O sobrenadante foi novamente congelado e a porção precipitada foi 
separada por centrifugação. Este procedimento foi repetido até que não se observasse 
mais a formação de precipitado (GORIN; IACOMINI, 1985). 
 
 
3.3.2.2 Precipitação com solução de Fehling 
 
 
A fração GHA2-I (300 mg) foi solubilizada num volume mínimo de solução A 
de Fehling e adicionada do mesmo volume de solução B de Fehling. A solução A 
consistia em 173 g de tartarato de sódio e potássio e 125 g de hidróxido de potássio e 
volume suficiente de água para 500 mL. Já a solução B era composta de 55,74 g de 
sulfato de cobre pentahidratado em volume de água suficiente para 500 mL (JONES; 
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STOODLEY, 1965). Após agitação do material por aproximadamente uma hora, este 
foi mantido sob refrigeração por 12 horas. O precipitado formado foi separado por 
centrifugação (12.500 g, 15 min), sendo as duas porções, precipitado e sobrenadante, 
neutralizadas com ácido acético. Posteriormente as frações foram dialisadas contra 
água corrente (~48 horas), tratadas com resina catiônica fortemente ácida e novamente 
dialisadas (~24 horas). Estas frações foram concentradas em rotaevaporador, 
congeladas e liofilizadas. 
 
 
3.3.2.3 Métodos de remoção de proteínas 
 
 
Três metodologias de precipitação de proteínas foram utilizadas com a 
finalidade de purificar a fração polissacarídica GHA2-IIS. Empregando-se TCA (ácido 
tricloroacético) em diferentes concentrações (8, 15, 20 e 25%), tratamento com tripsina 
e também o método de Sevag (OLIVEIRA; MARQUES; AZEREDO, 1999; WANG; 
LI; JIANG, 2008).  
 
 
3.3.2.4 Fracionamento por cromatografia de troca iônica 
   
 
Para o fracionamento por cromatografia de troca iônica foi utilizando um gel de 
DEAE-Trisacryl® Plus M. A fração GHA2-I (1,5 g/200 mL) foi aplicad numa coluna 
de 30 cm de altura por 5 cm de diâmetro interno. A primeira eluição foi realizada com 
água destilada e o controle era realizado com o teste f nol-sulfúrico. Assim que o teste 
apresentou resultado negativo o eluente foi trocado por uma solução de NaCl 2M. 
Após eluição completa desta fração, a coluna foi lavad  com água destilada, para 
remoção do sal, até que o teste com nitrato de prata apresentasse resultado negativo 
para cloreto. Após este procedimento o eluente foi trocado para NaOH 0,5M, e 
posteriormente NaOH 1M. 
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3.3.2.5 Remoção do amido  
 
 
A fração GHA2-IW foi submetida ao tratamento enzimát co para remoção do 
amido contaminante. Foram utilizados 100 µL da enzima amiloglucosidase 
(MEGAZYME) e 50 µL da enzima α-amilase termoestável (SIGMA), seguindo o 




3.3.2.6 Diálise em membranas  
 
 
A fração GHA2-IWET foi selecionada para purificação p r diálises em 
membranas com diferentes limites de exclusão (Spectra/Por® Biotech). As membranas 
de diálise utilizadas foram de 1.000 KDa e 16 KDa. A diálise em membrana de 1.000 
KDa ocorreu em sistema fechado com água MiliQ, em sala refrigerada (4 °C) e 
agitação magnética. Após 24 h o material eluído da membrana de diálise era 
concentrado, congelado, e um novo solvente (água MiliQ) era adicionado ao sistema. 
Este procedimento foi realizado até que não fosse mais observada reação positiva para 
açúcar total no material eluído (~6 dias). Posteriormente, o material total eluído da 
membrana de 1.000 KDa foi concentrado, dialisado contra água MiliQ em membrana 
de 16 KDa, e o material retido nesta membrana foi liofilizado e denominado GHA2-





3.4 CARACTERIZAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS 
 
 
3.4.1 Determinação da composição monossacarídica 
 
  
As frações polissacarídicas (1mg) foram hidrolisada com 0,5 mL de TFA 3M, 
100 °C, por 2 horas. Em seguida o ácido foi evaporado té a secura e ao material 
resultante adicionado 0,5 mL de água e NaBH4 (~5 mg, 16 h, sob repouso) para 
promover a redução dos açúcares. Após esta etapa as amostras foram tratadas com 0,5 
mL de ácido acético e em seguida evaporadas até a secura utilizando um Speed vac 
(Savant Speed Vac® PLUS SC210A). Posteriormente acrescentou-se 1 mL de metanol 
(2 a 3 x) para promover a remoção do borato de trime ila por evaporação até a secura. 
As amostras foram submetidas à acetilação com 0,5 mL de anidrido acético, mantidas 
a 100 °C por 30 min, sendo em seguida evaporadas em Sp ed vac. Ao produto final foi 
adicionado 1 mL de água destilada e 1 mL de clorofórmio com posterior agitação em 
Vórtex. Após separação das fases, os acetatos de alditol foram extraídos da fase 
clorofórmica, lavados com água destilada (5x) e posteriormente analisados por 
cromatografia líquido-gasosa (VINOGRADOV; WASSER, 2005).  
A hidrólise ácida total do resíduo final (1 mg) foiefetuada com H2SO4 72% 
(p/p) em banho de gelo por uma hora, com agitações, seguido de diluição para 8%, 
permanecendo durante 15 h a 100ºC. Após a hidrólise, o ácido sulfúrico foi 
neutralizado com BaCO3 e o sal resultante foi removido por filtração (SAEMAN et 
al.,1954). Após secura os monossacarídeos foram reduzidos e acetilados conforme 
descrito no parágrafo anterior.  
A composição monossacarídica das amostras na forma de acetatos de alditol foi 
analisada em cromatógrafo gasoso (GLC) THERMO ELETRONIC CORPORATION, 
modelo Trace GC Ultra, equipado com coluna capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 
mm de diâmetro interno) modelo DB-225. As injeções na colunas foram realizadas 
com a temperatura inicial de 40 ºC (mantida por 1 min), com uma rampa de 
aquecimento de 40 ºC/min até 215 ºC, num tempo de corrida 15 min, mantendo-se 
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isotermicamente até o final da análise. O hélio foi utilizado como gás de arraste, a um 
fluxo de 1,0 mL/min e a detecção feita por FID. 
 
 
3.4.2 Cromatografia de exclusão estérica acoplada a detectores de espalhamento de luz 
laser multiângulos, índice de refração e ultravioleta (HPSEC-MALLS/RI/UV) 
 
 
 Para avaliar a homogeneidade das frações estas foram solubilizadas em solução 
de NaNO2 0,1 M contendo 200 ppm de NaN3 em uma concentração de polissacarídeo 
de 1 mg/mL. As amostras foram filtradas através de membranas de acetato de celulose 
de 0,2 µm.  
 As análises foram efetuadas em um cromatógrafo de exclusão estérica de alta 
pressão (HPSEC), equipado com um detector de índice e refração diferencial 
WATERS modelo 2410 (RI), detector de ultravioleta Pharmacia LKB, Unicord 
modelo VW 2251 (UV) e detector de espalhamento de luz em multiângulos (MALLS) 
WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP, com 18 canais acoplados em série. 
Foram utilizadas quatro colunas de gel permeação ultrahidrogel 2000, 500, 250 e 120, 
em série (WATERS) com limites de exclusão de 7x106, 4x105, 8x104 e 5x103 g/mol 
respectivamente. O eluente utilizado foi uma solução de NaNO2 0,1 M contendo NaN3 
200 ppm, com fluxo de 0,6 mL/min. 
 
 
3.4.3 Dosagens colorimétricas 
 
 
→ A dosagem de açúcar total foi realizada pelo método de fenol – ácido sulfúrico 
(DUBOIS et al., 1956), utilizando padrão de glucose em concentrações de 20-100 
µg/mL para obtenção da curva de calibração. As leituras em espectrofotômetro foram 
realizadas no comprimento de onda de 490 nm. 
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→ Os ácidos urônicos foram dosados pelo método do m-hidroxibifenil modificado 
por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), com as leituras efetuadas em 525 nm, utilizando 
como padrão ácido galacturônico, em concentrações de 20-100 µg/mL.  
→ Para a dosagem de proteína foi empregada a metodologia descrita por Peterson 
(1977), utilizando uma curva de BSA 10-100 µg/mL, onde a proteína é inicialmente 
precipitada, solubilizada e posteriormente quantificada em 750 nm.  
→ A dosagem dos teores de amilose e amilopectina foi realizada somente para as 
frações GD-I e GD-II, conforme o método descrito por Chrastil, (1987). As amostras 
foram solubilizadas em NaOH 1M e aquecidas em banho a 95 °C por 30 min. 
Posteriormente, 0,1 mL de amostra foi adicionado a 5 mL de TCA 5%, agitando-se os 
tubos. Em seguida foi adicionado 0,05 mL de solução de I2-KI (1,27 g de I2/L e 3 g de 
KI/L) e os tubos foram agitados imediatamente. A curva de calibração continha 
amilose (10-80%), sendo a diferença completada com amilopectina, ambas com alto 
grau de pureza (Sigma). As leituras foram efetuadas  620 nm.  
→ O percentual de compostos fenólicos presentes nas hemiceluloses brutas (A e 
B) foi estimado pela diferença entre os dois métodos e dosagem de proteínas 
descritos por Hartree (1972) e Peterson (1977) (BOCHIC HIO; REICHER, 2003). 
Para ambas as dosagens foram utilizadas uma curva de BSA 10-100 µg/mL. 
→ Os compostos fenólicos presentes nas frações submetidas ao ensaio de atividade 
antioxidante (GMW e GHW-IIET) foram dosados conforme o método proposto por 
Singleton e Esau (1969). Os tubos permaneceram em repouso por uma hora e as 
leituras foram conduzidas a 765 nm. O ácido gálico foi utilizado como padrão, 
empregando-se uma curva de 1-100 µg/mL.  
→ O teor de açúcar redutor do extrato metanólico das sementes de guaraná 
(GMW) foi determinado pelo método colorimétrico Somogyi-Nelson (SOMOGYI, 
1952). 
 Todas as dosagens colorimétricas foram realizadas em triplicata e a média dos 
valores das absorbâncias foi utilizada nos cálculos para determinação dos respectivos 




3.4.4 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 
 
 
As determinações de RMN foram realizadas num aparelho BRUKER, modelo 
AVANCE DRX-400, utilizando temperaturas de 30 ou 70 ºC, sendo solubilizadas em 
D2O (óxido de deutério), Me2SO-d6 (dimetilsulfóxido deuterado) ou MeOD (metanol 
deuterado), dependendo da característica da amostra. Os deslocamentos químicos 
relativos aos sinais de 13C foram expressos em δ (ppm) utilizando-se padrões internos 
referentes aos 13C da acetona (δ 30,2) no caso de amostras solubilizadas em D2O, do 
Me2SO-d6 (δ 39,4) ou  MeOD (δ 49,15), para as amostras solúveis nestes solventes. 
 
 
3.4.5 Determinação do grau de esterificação da fração péctica 
 
 
O grau de esterificação da fração GHW-IIETF foi determinado conforme 
Vriesmann, (2008), através de espectroscopia de infravermelho (FT-IR - Fourier 
transform-infrared), num espectrofotômetro BOMEM MB-100 (Hartman & Braun, 
Canadá). O espectro de FT-IR foi coletado no modo abs rbância (4000-400 cm-1) e a 
pastilha foi preparada usando uma proporção de 90:10 (p/p) de KBr:amostra. 
Calculou-se a razão da área da banda dos grupos carboxílicos metil-esterificados (1749 
cm-1- COO-R) e à área total dos grupos carboxílicos [soma das áreas de 1749 cm-1 
(COO-R) e 1630 cm-1 (COO-)]. O grau de esterificação (DE) da amostra foi 
determinado através de uma curva de calibração, realizad  com padrões de pectinas 












 Para determinar a identidade do ácido urônico os grupos carboxílicos foram 
reduzidos às unidades glicosídicas correspondentes de 6,6 dideutério através do 
método de Taylor e Conrad (1972), modificado por Stne e Anderson (1985). 
Inicialmente as frações GHW-IIETF e GHA2-IWETD (~20 mg) foram 
dissolvidas em 0,5 mL de tampão MES 0,2M (ácido 2-(N-morfolina)-etanossulfônico), 
pH 4,75. Conforme o teor de ácido urônico de cada amostra foi adicionado 
cuidadosamente quantidades suficientes de carbodimida (CMC) [ciclohexil-3-(2-
morfolinoetil)carbodiimida] para reduzir as unidades carboxílicas (423,6 mg de CMC 
reduz 100 µEq de COOH). O sistema permaneceu sob agitação por duas horas e então 
foi adicionado tampão TRIS (ácido N-tris[hidroximetil]metil-2-aminioetanossulfônico) 
2 mol/L (pH 7,0) até ser atingido pH 7,0. O volume de tampão TRIS utilizado para 
cada amostra foi anotado e somado ao volume inicial de tampão MES utilizado. O 
volume total foi utilizado no cálculo de molaridade, para determinação da massa 
necessária de NaBD4 ou NaBH4 para concentração final de 2 mol/L. Esta reação 
perdurou por 16 h, sendo interrompida com adição de ácido acético, em banho de gelo, 
até que o pH 5 fosse atingido. Após diálise (48 h) em membrana de 1KDa o material 






As frações carboxi-reduzidas RGHW-IIETF e RGHA2-IWETD foram 
metiladas pelo método de Ciucanu e Kerek (1984). Cerca de 5-10 mg de 
polissacarídeo foram solubilizados em DMSO (0,5 mL), e posteriormente  200 mg de 
NaOH seco e pulverizado foram adicionados. O sistema foi agitado durante 10 min em 
aparelho Vortex, adicionando-se em seguida 0,5 mL de io eto de metila, repetindo-se 
a agitação por 10 min. O sistema permaneceu sob agitação magnética, overnight, e em 
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seguida a reação foi interrompida pela adição de gelo e ácido acético. O polissacarídeo 
metilado foi extraído com clorofórmio e lavado com água. Os polissacarídeos 
metilados foram hidrolisados com ácido fórmico 45% por 15 h (100 °C), sendo 
posteriormente diluídos, congelados e liofilizados. Após liofilização o material foi 
ressolubilizado com água, congelado e liofilizado nvamente para garantir a 
eliminação do ácido. A redução dos açúcares foi real zada com NaBD4, overnight, 
sendo posteriormente adicionada de 0,5 mL de ácido acético. Após evaporação até 
secura (Speed vac), 3 lavagens com metanol foram relizadas para remover o borato 
de trimetila por evaporação. O material seco foi acetilado com anidrido acético (0,5 
mL), overnight, e os acetatos de alditóis parcialmente metilados foram extraídos com 1 
mL de clorofórmio, lavados com água (5x) para remover os demais produtos gerados e 
analisados por GC-MS.  
 
 
3.4.8 Análise dos polissacarídeos carboxi-reduzidos/metilados 
 
 
Após hidrólise, redução e acetilação, as análises foram realizadas em 
cromatógrafo gasoso acoplado a um espectrômetro de massa (GC-MS) VARIAN-
SATURN 2000, com coluna capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 mm de diâmetro 
interno), modelo DB-225-MS. A temperatura inicial dinjeção foi realizada a 50 ºC, 
mantendo-se por 1 min, com uma rampa de aquecimento de 40ºC/min, até 210 ºC 
(acetatos de alditóis parcialmente O-metilados) ou 220 ºC (acetatos de alditóis), sendo 
mantida isotermicamente até o final da análise. O hélio 5.0 analítico foi utilizado como 
gás de arraste, num fluxo de 1,0 mL/min. Os acetatos de alditóis (provenientes dos 
polissacarídeos carboxi-reduzidos) e acetatos de alitóis parcialmente O-metilados 
(provenientes dos polissacarídeos carboxi-reduzidos e metilados) foram analisados 
(CG-MS) e identificados pelos seus tempos de retenção e perfis de fragmentação 




3.5 ANÁLISES REOLÓGICAS 
 
 
 As frações GD-I e GD-II foram avaliadas quanto ao comportamento reológico 
empregando-se solução de DMSO 90% (v/v) como solvente (CHAMBERLAIN; RAO, 
1999). Foram preparadas soluções de amido nas concentrações 10, 15, 20 e 25%, p/p, 
obtidas após agitação mecânica por ~16h na temperatura d 22 °C. 
Os testes reológicos foram conduzidos num reômetro Haake RS 1 acoplado a 
um banho circulante (HAAKE DC5), utilizando o sensor de placas paralelas PP35Ti 
(35 mm de diâmetro). Todas as análises foram conduzidas a 25 °C, exceto a 
viscosidade das frações GD-I e GD-II a 20% que também foram analisadas a 50 °C. 
Todas as avaliações foram realizadas em triplicata.  
As curvas de viscosidade foram obtidas empregando-se a  taxas de 
cisalhamento contínuas (500 s) no modo CR (taxa de cisalhamento controlada). O 
sensor foi ajustado para permitir o aumento gradual a taxa de cisalhamento (0,1 a 500 
s-1).  
Para as análises oscilatórias dinâmicas, inicialmente foram realizadas 
varreduras de tensão nas freqüências de 0,1, 1 e 10Hz, para verificar a faixa 
viscoelástica linear dos polissacarídeos. Após esta verificação foram feitas análises de 




3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  
 
 
A fração GMW, extraída com metanol-água e a fração péctica GHW-IIET, 
extraída com água quente e purificada com enzimas para remoção do amido, foram 
escolhidas para realização de testes de atividade antioxidante. Dois métodos com 
pequenas adaptações foram empregados, um para quantificar a capacidade de 
52 
 
seqüestro do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e outro de radical hidroxila 
(OH•) (Yang et al., 2006).  
O ensaio de atividade seqüestrante de DPPH foi conduzido em tubos cobertos 
com folha de alumínio contendo 1 mL de amostra (0,1a 10.000 µg/mL) e 2 mL de 
DPPH (0,2 mM em etanol absoluto). Após agitação os tubos permaneceram em 
repouso por 20 min e em seguida as absorbâncias form medidas, utilizando um 
espectrofotômetro (SP-22 Biospectro) no comprimento de onda de 517 nm. O tubo 
branco era composto de uma mistura contendo água e etanol absoluto (1:2). No branco 
da amostra, para descontar a coloração da mesma, 1 L de amostra foi adicionado a 2 
mL de etanol absoluto. O valor encontrado foi descontado da absorbância do tubo 
teste. O tubo controle da reação continha 1 mL de água destilada e 2 mL de solução 
etanólica de DPPH.  
A atividade seqüestrante de radical hidroxila (OH•) foi realizada através da 
incubação (10 min a 37 °C) dos tubos contendo 0,1 mL de amostra (0,1 a 10 mg/mL), 
0,8 mL de tampão de reação, 0,1 mL de ácido ascórbico (1 mM) e 0,1 mL de peróxido 
de hidrogênio (10 mM). O tampão de reação mencionado anteriormente continha 
deoxiribose (1,75 mM), sulfato de amônio ferroso (0,1 mM), EDTA (0,1 mM) e 
tampão fosfato (pH 7,4).  
Após incubação foram adicionados 0,5 mL de ácido tiobarbitúrico (1%) e 1 mL 
de ácido tricloroacético (2,8%), sendo os tubos submetidos a banho fervente (10 mim) 
e posterior resfriamento em banho de gelo. O branco para zerar o equipamento 
continha todos os reagentes exceto a amostra e o peróxido de hidrogênio, que iniciava 
a reação, e como substituintes, as mesmas quantidades e água foram adicionadas. O 
branco da amostra, para descontar a coloração da mesma, ra preparado sem adição de 
peróxido de hidrogênio e em seu lugar 0,1 mL de água eram adicionados. O controle 
foi preparado adicionando-se todos os reagentes, ma e  vez de 0,1 mL de amostra 
eram adicionados 0,1 mL de água. As leituras das absorbâncias foram realizadas num 
espectrofotômetro (SP-22 Biospectro), no comprimento de onda de 532 nm.  
Os cálculos referentes aos percentuais de atividade antioxidante (seqüestro de 
radical DPPH e OH•) estão apresentados na equação a baixo, onde Abs A corresponde 
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à absorbância da amostra, Abs B é o valor do branco da amostra e Abs C é referente ao 
controle.  
 
% de atividade antioxidante =  x 100 
 
 
3.7 ANÁLISE DE DADOS E ESTATÍSTICA 
 
 
As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0, sendo 
expressas com a média e desvio padrão de três repetições. A avaliação estatística foi 
executada através de análises de variâncias (ANOVA), fator único ou duplo com 
repetição, dependendo do tipo de comparação entre os r sultados. Os dados foram 












4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 




A Tabela 1 apresenta as frações obtidas com seus respectivos rendimentos, 
teores de açúcar total e proteína. Os rendimentos variaram de 0,1% a 28,9 %, sendo os 
maiores rendimentos obtidos para as frações extraídas com DMSO, 28,9 e 16,1%, para 
as frações GD-I e GD-II, respectivamente. Estas frações também apresentaram os mais 
altos teores de açúcar total: GD-I, 96,6% e GD-II, 96,3%.  
As frações extraídas com água apresentaram rendimentos bem inferiores aos 
observados para as frações extraídas com DMSO e aquelas extraídas com água quente 
tiveram rendimentos superiores aos encontrados para as frações extraídas com água a 
25 °C. Os teores de açúcar total para estas frações foram elevados, variando de 79,6% 
a 93,5%.  
As frações extraídas sob condições alcalinas apresentaram baixos rendimentos 
(0,4% a 2,2%) e a maior extração de hemiceluloses foi obtida com NaOH 2M. As 
frações de hemicelulose A apresentaram rendimentos superiores as hemiceluloses B. O 
conteúdo de açúcar total das frações hemicelulósicas variou de 26,2% (GHA4-II) a 
63,8% (GHB2-I). Todas as frações apresentaram-se ricas em proteína, com valores 
entre 22,6 a 36,4%, determinado pelo método de Peterson (1977). Este fato demonstra 
que o tratamento alcalino promoveu o rompimento das lig ções cruzadas e covalentes 
presentes na parede celular e promoveu a liberação de proteínas estruturais (FRY, 
2001; MORRISON, 2001).  
Todas as hemiceluloses apresentaram coloração marro escura, dificultando de 
modo geral as análises colorimétricas, bem como o teste de lugol. Neste caso poderia 
ter sido utilizado um método para remoção de lignina e fenólicos, na tentativa de 
amenizar estes efeitos, visto que a parede celular da casca das sementes é impregnada 
por estes compostos (INGROUILLE, 2002).   
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TABELA 1 -  RENDIMENTO, TEOR DE AÇÚCAR TOTAL E PROTEÍNA DAS 
FRAÇÕES OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ  
FRAÇÃO 
Rendimentoa        Açúcar Totalb         Proteínac Proteínad 
                                                  (%)  
GD-I 28,9 96,6 nd nd 
GD-II 16,1 96,3 nd nd 
GD-III 2,0 78,3 nd nd 
GW-I 0,2 89,0 0,5 0,2 
GW-II 0,1 93,5 1,4 1,8 
GHW-I 1,0 87,8 1,3 1,7 
GHW-II 0,6 79,6 2,5 4,9 
GHA2-I 1,6 53,6 30,8 46,1 
GHA2-II 2,2 26,5 35,0 73,4 
GHB2-I 0,6 63,8 22,6 33,5 
GHB2-II 1,0 36,5 27,4 47,5 
GHA4-I 1,3 27,8 32,8 47,7 
GHA4-II 1,7 26,2 26,1 46,8 
GHB4-I 0,6 47,7 36,4 45,2 
GHB4-II 0,4 38,6 29,9 61,4 
Resíduo final 16,0 nr nr nr 
a Em relação a massa seca de material deslipidificado e inativado. 
b Determinado por método colorimétrico de Dubois et al. (1956). 
c Determinado por método colorimétrico de Peterson (1977). 
d Determinado por método colorimétrico de Hartree (1972).  
nd Não detectado. 
nr Não realizado. 
 
 
 As frações obtidas nas extrações seqüenciais das sementes de guaraná foram 
analisadas quanto à composição monossacarídica. Os dado  obtidos por GLC para as 




TABELA 2 -  COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS 
DAS SEMENTES DE GUARANÁ  
FRAÇÃO 
Rhaa Fuca Araa Xyla   Mana  Gala    Glca  Ácido Urônicob 
(%) 
GD-I 0,6 nd tr tr tr tr 98,0 0,6 
GD-II 1,0 nd tr tr nd nd 97,3 0,7 
GD-III 0,7 nd 0,9 tr tr 0,6 92,4 4,4 
GW-I 0,7 nd 0,9 tr tr tr 95,1 2,1 
GW-II 0,7 nd 0,9 tr tr tr 95,5 1,4 
GHW-I 1,0 tr 4,0 tr tr 1,5 80,6 11,9 
GHW-II 1,5 tr 9,7 1,5 tr 2,2 59,7 23,0 
GHA2-I 0,6 tr 5,5 65,6 tr 3,4 24,1 tr 
GHA2-II 0,6 tr 8,2 56,8 0,6 4,8 28,7 tr 
GHB2-I 1,3 1,8 18,7 25,4 2,7 11,5 35,5 2,9 
GHB2-II 1,3 1,4 10,9 34,0 2,9 11,1 35,6 2,3 
GHA4-I 0,6 0,8 11,4 55,6 3,0 5,6 22,8 tr 
GHA4-II 0,8 0,7 13,1 50,1 1,3 5,4 24,9 3,6 
GHB4-I 1,0 2,5 12,3 27,9 8,6 10,5 35,4 1,4 
GHB4-II 1,6 1,2 20,9 26,3 7,5 9,4 29,4 3,7 
Resíduo finalc 1,5 0,6 23,8 32,6 2,0 7,5 31,8 nr 
a Determinado por GLC.  
b Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 
c Hidrolisado pelo método de Saeman et al. (1954). 
nr Não realizado. 
nd Não detectado. 
tr Traços (< 0,5%). 
 
As frações GD-I, GD-II e GD-III apresentaram glucose como componente 
majoritário, sugerindo a presença de amido, conforme já era esperado devido à grande 
quantidade deste polissacarídeo nas sementes do guaraná, de acordo com dados 
encontrados na literatura (PAGLIARUSSI et al., 2002; BARRETO; RIBEIRO, 2005; 
KURI, 2008). A presença de amido foi confirmada pelo t ste do lugol.  
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O grupo das frações extraídas com água também apresentou percentuais 
elevados de glucose e teste de lugol positivo, indicando que as extrações realizadas 
com DMSO não foram efetivas na remoção total do amido. Após a glucose, o ácido 
urônico foi o principal componente das frações aquosas, sendo maior nas extrações a 
90 °C, indicando que o emprego de alta temperatura favoreceu a extração de 
polissacarídeos pécticos. Entre as frações aquosas, a fração GHW-II foi a que 
apresentou maior conteúdo de ácido urônico (23%), seguido de arabinose (9,7%), 
galactose (2,2%) e ramnose (1,5%), monossacarídeos este  característicos de pectinas. 
Entre as frações hemicelulósicas, as frações de hemicelulose A se destacaram 
pelos elevados percentuais de xilose: 65% para GHA2-I, 56,8% para GHA2-II, 55,6% 
para GHA4-I e 50,1% para GHA4-II. O segundo monossacarídeo mais abundante no 
grupo das hemiceluloses A foi a glucose, que variou entre 22,8 e 28,7%. As 
hemiceluloses A extraídas com NaOH 2M apresentaram menores conteúdos de 
arabinose (5,5 e 8,2%) do que as frações extraídas nas condições de NaOH 4M (11,4 e 
13,1%). Outros monossacarídeos neutros foram encontrados em menores proporções, 
tais como a galactose, ramnose, manose e também fucose, este último apenas nas 
frações obtidas com a maior concentração de álcali.  
As hemiceluloses B se diferenciaram das hemiceluloses A pelos maiores teores 
de glucose, variando entre 29,4 a 35,6%, seguidos de xilose (25,4 a 34%), arabinose 
(10,9 a 20,9%) e galactose (9,4 a 11,5%). Os conteúdos de fucose para as frações de 
hemicelulose B foram bem mais elevados do que aqueles encontrados para as frações 
de hemicelulose A. Outros monossacarídeos como ramnose, manose e ácido urônico 
também foram encontrados, porém em menores percentuais.  
Busato, Vargas-Rechia e Reicher (2001), utilizando folhas de Hymenaea 
courbaril, empregaram o método de separação de hemiceluloses A e B. Os autores 
verificaram o predomínio de xilanas nas frações de hemicelulose A e xiloglucanas nas 
frações de hemicelulose B. A composição monossacarídi  das hemiceluloses 
extraídas das sementes de guaraná sugere que as frações de hemicelulose A podem 
conter principalmente xilanas, enquanto que as frações de hemicelulose B podem 
conter principalmente arabinoxilanas, arabinogalactnas e xiloglucanas. Porém o 
elevado percentual de glucose em ambas as hemicelulos s indica contaminação das 
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frações por amido, confirmado pela redução no teor d  glucose após testes isolados 
com as enzimas α-amilase e amiloglucosidase. No entanto seria necessário realizar 
extrações exaustivas com DMSO para assegurar que todo amido foi extraído das 
sementes do guaraná. 
A composição do resíduo final insolúvel mostrou a presença de quantidades 
equivalentes de glucose e xilose (~32%), além de ~24% de arabinose. As condições de 
extração utilizadas não foram eficientes na solubilização de uma boa parte das 
hemiceluloses, já que se esperava encontrar um predomínio de glucose no resíduo 
final, devido às microfibrilas de celulose presentes na parede celular.   
As frações GD-I e GD-II, por se tratarem de amido e apresentarem os maiores 
rendimentos entre as frações obtidas, as frações GHW-I e GHW-II, devido à presença 
polissacarídeos pécticos, e as frações GHA2-I e GHA2-II, pelo bom rendimento e alto 




4.2 CARACTERIZAÇÃO DAS FRAÇÕES GD-I E GD-II 
 
 
O amido é o principal carboidrato de reserva das plntas superiores, e após a 
celulose é a substância mais abundante dentre os polissacarídeos. Encontrado nas 
folhas, sementes, frutas, raízes, rizomas, talos e tubérculos, o amido se acumula na 
forma de grânulos no citoplasma da célula vegetal (BeMILLER, 2001a).  
De acordo com a literatura (PAGLIARUSSI et al., 2002; BARRETO; 
RIBEIRO, 2005; KURI, 2008), as sementes do guaraná co têm de 40 a 60% de amido. 
Neste trabalho, o amido das sementes de guaraná foi extraído com DMSO, fornecendo 
as frações GD-I, GD-II e GD-III, que correspondem a 47% da massa seca das 
sementes deslipidificas e inativadas, ou 39% em relação à massa inicial utilizada. 
É bastante conhecido que o amido consiste de uma mistura de polissacarídeos, 
um altamente ramificado (amilopectina) e outro linear (amilose). A amilose é uma 
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glucana linear α-(1→4) e a amilopectina é uma glucana α-(1→4) contendo de 5 a 6% 
de cadeias laterais α-(1→6) (MUKERJEA; MUKERJEA; ROBYT, 2009).  
O teor de amilose e amilopectina foi determinado para os amidos GD-I e GD-II, 
obtidos das sementes de guaraná. Os resultados obtidos estão mostrados na Tabela 3.  
Observa-se que as frações GD-I e GD-II diferem na rel ção amilose:amilopectina. A 
fração GD-II apresentou teores de amilose e amilopectina semelhantes aos descritos 
para amidos comerciais. De acordo com Chung e Liu (2009), a maior parte dos amidos 
comerciais contém teores de amilose entre 20 e 30% e de amilopectina entre 70 a 80%, 
mas esta proporção varia de acordo com a fonte vegetal.  
Já a fração GD-I apresentou teor de amilose superior, com uma relação 
amilose:amilopectina de 1,1:1. Os amidos considerados e alto teor de amilose 
possuem relações amilose:amilopectina superiores a 1:1 (MUKERJEA; MUKERJEA; 
ROBYT, 2009). Desta forma o amido isolado na fração GD-I seria classificado como 
um amido com alto teor de amilose. 
O teor de amilose de um amido está entre as característi as estruturais que 
podem estar relacionadas a eventos associados com a gelatinização e retrogradação, 
tais como inchamento do grânulo, lixiviação de amilose e/ou amilopectina, perda da 
estrutura radial (birrefringência), supramolecular (cristalinidade), molecular e 
recristalização (DENARDIN; SILVA, 2009).  
Devido à maior importância da amilopectina na cristalinidade do grânulo de 
amido, a presença da amilose pode reduzir o ponto de fusão das regiões cristalinas e a 
energia necessária para o início da gelatinização, uma vez que mais energia é 
necessária para iniciar a fusão na ausência de regiões amorfas ricas em amilose 
(DENARDIN; SILVA, 2009). Portanto os diferentes teor s de amilose e amilopectina 
das frações GD-I e GD-II podem refletir em suas propriedades físico-químicas e 







TABELA 3 - TEORES DE AMILOSE E AMILOPECTINA DAS FRAÇÕES GD-I E 
GD-II OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ  
Fração Amilopectinaa Amilosea 
GD-I 46,6% 51,4% 
GD-II 64,3% 33,0% 
         a Determinado por método colorimétrico de Chrastil (1987). 
 
 
4.2.2 Análise da homogeneidade por HPSEC das frações GD-I e GD-II 
 
  
As frações de amido, extraídas com DMSO, foram avali d s quanto à 
homogeneidade por HPSEC. No sistema utilizado as colunas de gel permeação estão 
acopladas em série a detectores de índice de refração (RI), que oferece dados 
proporcionais à concentração, espalhamento de luz laser multiângulos (MALLS), que 
detecta massa molar e também detector de ultravioleta (UV), que em 280 nm detecta a 
presença de proteínas ou compostos fenólicos. 
A Figura 5 (A e B) apresenta os perfis de eluição das frações de amido GD-I e 
GD-II obtidos por HPSEC, onde o traço azul representa o detector de índice de 
refração (RI) e o traço vermelho o detector de espalhamento de luz no ângulo de 90° 
(LS). O detector de UV não apresentou resposta para as amostras analisadas e por esta 
razão não foi mostrado. 
Dois picos principais são observados no detector de índice de refração (RI) para 
a fração GD-I (Figura 5A). Um pico bastante intenso aparece próximo a 45 min, 
coincidindo parcialmente a detecção do espalhamento de luz (LS), indicando a elevada 
massa do polissacarídeo. Em 48 min observa-se sobreposição de outro pico, 
provavelmente pelo fato do amido ser constituído de dois polissacarídeos, amilose e 
amilopectina, com massas molares diferentes, caracterizando-se como uma amostra 





FIGURA 5 -  PERFIS DE ELUIÇÃO POR HPSEC PARA AS FRAÇÕES GD-I (A) E 
GD-II (B), OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ, 
UTILIZANDO DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ (LS) E 




Para a fração GD-II (Figura 5B) também se observa um distribuição de massas 
multimodal. Em torno de 40 min observa-se um pico que é detectado simultaneamente 
pelo índice de refração (RI) e espalhamento de luz (LS), indicando que se trata de uma 
molécula de alta massa molar. Também foi possível identificar por RI um pico em 44 
min, sendo este de maior intensidade, e outro pico em 52 min, mostrando desta forma 





4.2.3 Análises por espectroscopia de RMN-13C das frações GD-I e GD-II 
 
A Figura 6 (A e B) apresenta o espectro de RMN-13C (DEPT) obtido para a 
fração GD-I e GD-II. Foi possível identificar os sinais tanto da amilopectina quanto da 
amilose.  
Além do fato de haver α-D-Glcp (1→4) ligada com substituições no C-6, na 
estrutura ramificada da amilopectina existe um maior número de terminais não 
redutores de α-D-Glcp, e segundo Falk e Stanek (1997) é exatamente esta característica 
que diferencia seu espectro de RMN-13C do espectro da amilose. 
A cadeia da amilose composta por α-D-glucose (1→4) ligada da fração GD-I 
está evidenciada na Figura 6A pelo sinal em δ 100,7 (C-1) e em δ 79,4 (C-4). Demais 
sinais, δ 72,2, 72,5 e 73,9 correspondem aos outros carbonos (C-5, C-2 e C-3), 
respectivamente e os sinais menos intensos em δ 70,7 (C-4) e 73,0 (C-2) referem-se 
aos terminais não redutores de glucose da amilopectina. Os sinais de baixa intensidade 
em δ 101,1 (C-1), 79,6 e 79,9 (C-4) são indicativos das unidades de α-D-Glcp (1→4) 
ligadas e substituídas em O-6 da amilopectina. Os sinais em δ 61,3 e δ 61,7, invertidos 
no experimento de DEPT, caracterizam o C-6 livre das unidades de α-D-Glcp (1→4) 
ligada e dos terminais não redutores de glucose, repectivamente (FALK; STANEK, 
1997). 
A Figura 6B mostra o espectro de RMN-13C-DEPT da fração GD-II. Nota-se 
que na região anomérica aparecem sinais indicativos do C-1 das unidades de Glcp 4,6-
di-O-substituídas da amilopectina (δ 100,4 e δ 100,2), além de extremidades não 
redutoras (δ 100,6). Também se observa com maior intensidade (δ 100,0) unidades de 
α-D-Glcp (1→4) ligadas da amilose. Sinais em baixa intensidade estão presentes para a 
glucose substituída (1→4,6) da amilopectina: 71,8 (C-5), 79,5 e 79,3 (C-4), assim 
como em δ 70,3 (C-4), 72,6 (C-2) e 73,4 (C-3/C-5) aparecem os sinais referentes aos 
terminais não redutores. Os sinais mais intensos em δ 78,9 (C-4), 73,2 (C-3), 72 (C-2) 
e 71,6 (C-5) podem ser atribuídos aos carbonos da amilose. Os sinais invertidos no 
experimento de DEPT referem-se ao C-6 livres em δ 60,6 da amilose e em δ 61,1 do 




FIGURA 6 -  ESPECTROS DE RMN-13C-DEPT (Me2SO-d6, 70 °C) DAS FRAÇÕES 
GD-I (A) E GD-II (B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
 
 
As atribuições dos sinais de RMN foram baseadas em um estudo completo 
realizado por Falk e Stanek, (1997) sobre a estrutura da amilose e da amilopectina. Os 
autores utilizaram RMN bidimensional com correlações homo e heteronucleares (1H-
1H e 1H-13C).  
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4.2.4 Aspectos reológicos  
 
 
 Inicialmente, as frações de amido (GD-I e GD-II) extraídas das sementes de 
guaraná com DMSO foram solubilizadas em água até fervura (30 min) e resfriadas a 
temperatura ambiente. Entretanto, observou-se que o mét do não foi efetivo devido à 
formação de aglomerados e materiais insolúveis.  
Além de suas aplicações na indústria de alimento, o amido e seus derivados 
podem ser utilizados em formulações de produtos para adesivos, detergentes, 
cerâmicas, polimentos, explosivos, revestimentos de papel, indústria têxtil e em 
operações para recuperação de óleos (KAPOOR; BHATTACHARYA, 2001). Desta 
forma, as frações GD-I e GD-II, foram solubilizadas em DMSO e avaliadas quanto ao 
comportamento reológico. 
O comportamento viscoelástico das frações GD-I e GD-II foi avaliado por 
análises oscilatórias dinâmicas. A finalidade deste xperimento é obter informações a 
respeito do caráter sólido da amostra, através do seu módulo de armazenamento (G’) e 
do caráter líquido, através do módulo de perda (G’’) (SCHRAMM, 2006).  
As varreduras de freqüência da amostra GD-I nas concentrações 10, 15, 20 e 
25% (p/p) estão demonstradas na Figura 7. Em todas as concentrações testadas os 
valores de G’’ foram superiores aos de G’. Para a concentração de 25% (p/p) os 
valores de G’ e G’’ se cruzaram em freqüências mais b xas, mas com o aumento da 
freqüência o módulo G’’ tornou-se superior ao módulo G’. Este comportamento indica 
que a fração GD-I em DMSO possui um comportamento mais viscoso que elástico nas 
condições analisadas. Também foi possível verificar o umento da concentração da 


























FIGURA 7 -  VARREDURAS DE FREQÜÊNCIA A 25 °C DA FRAÇÃO GD-I, 
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANÁ, EM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES, UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE, 
NAS TENSÕES DE 0,1 Pa (GD-I NAS CONCENTRAÇÕES 10, 15 E 
20%, p/p) E 0,8 Pa (GD-I NA CONCENTRAÇÃO 25%, p/p) 
 
A Figura 8 apresenta as varreduras de freqüência para a amostra GD-II em 
diferentes concentrações (10, 15, 20 e 25%, p/p). Para as concentrações maiores que 
10% (p/p), os valores de G’ mostram-se superiores aos de G’’, porém, com o aumento 
da freqüência, G’’ atinge valores superiores aos de G’. Os resultados indicam que, nas 
condições utilizadas, GD-II comportou-se como um gel fraco quando em 

























FIGURA 8 -  VARREDURAS DE FREQÜÊNCIA DA FRAÇÃO GD-II A 25 °C, 
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANÁ, EM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES, UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE, 
NAS TENSÕES DE 0,1 Pa (GD-II NA CONCENTRAÇÃO 10%, p/p) E 
3 Pa (GD-II NAS CONCENTRAÇÕES 15, 20 E 25%, p/p)  
 
Resultados semelhantes foram obtidos por Shon, Lin e Yoo (2005) para 
amostras de amido de arroz (7, 8, 9 e 10%, p/p) solubilizados em solução de DMSO 
90%. Quando avaliadas quanto ao comportamento viscoelástico (0,1 a 10 Hz), as 
amostras de amido de arroz apresentaram aumento dos valores de G’ e G’’ com o 
aumento da freqüência. Os valores de G’ foram maiores que os valores de G’’ em 
todas as concentrações testadas, porém com o aumento da freqüência, ouve inversão 
deste comportamento (crossover). As freqüências em que ocorreram crossover no 
amido de arroz foram 2,16 Hz (7%, p/p), 1,8 Hz (8%, p/p), 6,47 Hz (9%, p/p) e 7,2 Hz 
(10%, p/p).  Em comparação com os dados de Shon, Lin e Yoo (2005), a fração GD-II 
apresentou inversão de comportamento viscoelástico (crossover) na freqüência de 0,68 
Hz (15%, p/p) e 3,16 Hz (20 e 25%, p/p). 
Em freqüências superiores a 3,16 Hz (dado não mostrado) os valores de G’ e 
G’’ mostraram-se pouco confiáveis, apresentando grande variação.  
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A Figura 9 apresenta apenas o módulo de armazenamento (G’) para as duas 
frações, GD-I e GD-II, a fim de comparar o caráter sólido de ambas. Nota-se que em 
todas as concentrações testadas o valor de G’ da fração GD-II é superior ao da fração 
GD-I. Este comportamento é possivelmente influenciado pela diferença dos teores de 
amilose e amilopectina na composição destas frações, sendo que a fração GD-II 
apresentou 64,3% de amilopectina, enquanto a fração GD-I apontou 46,6%.  
Kapoor e Bhattacharya (2001) ao avaliarem três composições de amido de 
milho em DMSO 90% (v/v), também verificaram maiores valores de G’ para os 
amidos com maiores teores de amilopectina. Este fato pode ser justificado pela 
formação de ligações cruzadas entre as cadeias de amilopectina, favorecida devido ao 
uso do DMSO. Esta informação pode ser útil tanto para prever as propriedades de 
fluxo de processos, onde o amido em solventes orgânicos é empregado, bem como 



























FIGURA 9 -  VARREDURAS DE FREQÜÊNCIA A 25 °C, MOSTRANDO 
APENAS O MÓDULO G’ DAS FRAÇÕES GD-I E GD-II, OBTIDAS 
DAS SEMENTES DE GUARANÁ, NAS CONCENTRAÇÕES DE 10, 
15, 20 E 25% (p/p)   
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 A Figura 10 (A e B) mostra as curvas de viscosidade (25 °C) obtidas para a 
fração GD-I e GD-II nas concentrações de 10, 15, 20 e 25% (p/p). Em todas as 
concentrações de GD-I e GD-II observam-se reduções na viscosidade com o aumento 
da taxa de cisalhamento, caracterizando um comportamento pseudoplástico 
(SCHRAMM, 2006) nas condições de análise.  
 
 
FIGURA 10 -  INFLUÊNCIA DA TAXA DE CISALHAMENTO NA 
VISCOSIDADE (25 ºC) DAS FRAÇÕES GD-I (A) E GD-II (B), 
OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ, A 10, 15, 20 E 25% 
(p/p), UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE 
 
Segundo Chamberlain e Rao (1999) em altas taxa de cisalhamento, a taxa de 
formação de emaranhados moleculares é excedida, rompendo-se as redes poliméricas, 
e conseqüentemente a viscosidade da solução é reduzida, o que caracteriza um 
comportamento pseudoplástico.  
Solorza-Feria et al. (2002) também observaram um comportamento 
pseudoplástico para o amido de semente de Okenia hypogaea (3 e 7% p/v), quando 
avaliaram a viscosidade do polissacarídeo em DMSO. Outros autores (SHON; LIN e 
YOO, 2005) ao avaliarem o amido de arroz em solução de DMSO verificaram um 
comportamento pseudoplástico mais pronunciado em altas concentrações (9 e 10% 
p/v) do que o observado para concentrações menores (7 e 8% p/v). 
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A viscosidade das soluções aumentou com o aumento da concentração de 
polissacarídeo, sendo notável a diferença entre as concentrações de 20 e 25% (p/p) na 
fração GD-I (Figura 10A), onde há diferença estatística (p < 0,05) entre as taxas de 
cisalhamento 0,1 a 8,4 s-1. Para a fração GD-II (Figura 10B) há diferença esttística (p 
< 0,05) entre as concentrações 15 e 20% p/p (0,1 a 1 8 s-1) e entre a concentração de 
20 e 25% p/p (0,1 a 8,4 s-1). 
A Tabela 4 apresenta as médias das viscosidades aparente, juntamente com os 
desvios padrão, das frações GD-I e GD-II, em diferent s concentrações, nas taxas de 
cisalhamento de 0,18 e 1,18 s-1.  
 
TABELA 4 - VISCOSIDADE APARENTE DAS FRAÇÕES GD-I E GD-II, 
OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ, EM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES, NAS TAXAS DE CISALHAMENTO 0,18 E 
1,18 s-1 
a Média e desvio padrão das viscosidades de GD-I e GD-II na taxa de cisalhamento  0,18 s-1.
b Média e desvio padrão das viscosidades de GD-I e GD-II na taxa de cisalhamento 1,18 s-1.
* Na concentração e taxa de cisalhamento analisadas há diferença estatística (p < 0,05) entre as 
viscosidades das frações GD-I e GD-II. 
 
Comparando-se as mesmas concentrações das frações GD-I e D-II (10, 15, 20 
e 25%, p/p), tanto na taxa de cisalhamento de 0,18 s-1 quanto 1,18 s-1, há diferença 
estatística significativa (p < 0,05) nas concentrações de 20 e 25%. Isto indica que há 
uma superioridade de GD-II quanto aos aspectos que infl nciam na viscosidade. De 
acordo Lefebvre e Doublier (2005), o principal fator que afeta a viscosidade é a massa 
molar. Assim a maior viscosidade observada para GD-II poderia ser atribuída ao maior 
Concentração (%) 
Taxa de cisalhamento 0,18 s-1 Taxa de cisalhamento 1,18 s-1 
Viscosidade (Pa.s)a Viscosidade (Pa.s)b 























conteúdo de amilopectina nesta fração quando comparado a GD-I. A amilopectina 
apresenta massa molar superior a da amilose (LOFTY, 2009; CHUNG; LIU, 2009; 
CHEN et al., 2009).  
Solorza-Feria et al. (2002) compararam seus resultados para o amido de 
semente de Okenia hypogaea com amidos de batata e milho em solução aquosa (9:1) 
de DMSO, cuja viscosidade também diminuiu com o aumento da taxa de 
cisalhamento. O amido de batata (80% de amilopectina) apresentou a maior 
viscosidade aparente, seguido do amido de semente d Okenia hypogaea (74% de 
amilopectina) e milho (70% de amilopectina). 
Kapoor e Bhattacharya (2001) investigaram a influência da taxa de 
cisalhamento na viscosidade de três composições de amido de milho, com diferentes 
teores de amilose e amilopectina, nas concentrações 2, 4, 6, 8% p/v. Em todas as 
concentrações avaliadas, empregando-se DMSO 90% como solvente, os autores 
verificaram que a viscosidade aparente aumentou com o aumento do percentual de 
amilopectina (99% > 75% > 30%). Estes dados demonstram que o teor de 
amilopectina aumenta a viscosidade do amido e segundo os autores este fato se deve a 
maior tendência de formação de redes poliméricas. 
A influência da temperatura sobre viscosidade das fr ções GD-I e GD-II foi 
avaliada pela comparação das curvas de fluxo a 25 ºC e 50 °C, na concentração de 
20% (Figura 11). Conforme esperado, observa-se uma redução nos valores de 

























FIGURA 11 - CURVAS DE VISCOSIDADE (25 E 50ºC) DAS FRAÇÕES GD-I E 
GD-II, OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ, A 20% (p/p), 
UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE 
 
4.3 CARACTERIZAÇÃO DAS FRAÇÕES GHW-I E GHW-II 
 
 
 As frações extraídas com água quente, GHW-I e GHW-II, apresentaram 
rendimentos de ~1%, altos teores de açúcar total, conteúdos elevados de glucose e 
ácido urônico (12 e 23%, respectivamente). A composiçã  destas frações indica à 
presença de pectinas, porém ambas as frações apresenta am-se contaminadas por 
amido, confirmado após teste com lugol, o que justifica o percentual de glucose. 
 Assim, com a intenção de isolar polissacarídeos pécticos, as frações GHW-I e 
GHW-II foram submetidas a tratamento com α-amilase e amiloglucosidase a fim de 
remover o amido contaminante. Após a remoção do amido observou-se uma perda em 
massa de aproximadamente 76,7% para GHW-IET e 71,9% para GHW-IIET, em 
relação às frações polissacarídicas brutas (GHW-I e GHW-II).  
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A Tabela 5 apresenta a composição monossacarídica das frações extraídas com 
água quente, antes e após tratamento para remoção d ami o. 
 
TABELA 5 -  COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES GHW-I, 
GHW-IET, GHW-II, E GHW-IIET OBTIDAS DAS SEMENTES DE 
GUARANÁ 
FRAÇÃO 
Rhaa  Fuca  Ara a  Xyl a Mana  Gala  Glca  Ácido Urônicob 
(%) 
GHW-I 1 tr  4 tr  tr  1,5 80,6 12 
GHW-IET 2 tr 22,2 3,8 2,0 10,5 6,0 53 
GHW-II 1,5 tr  9,7 1,5 tr  2,2 59,7 23 
GHW-IIET 1,9 tr 16,8 2,7 0,6 5,6 2,4 70 
a Determinado por método GLC. 
b Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 
 
  
As frações GHW-IET e GHW-IIET, resultantes do tratamento enzimático, 
apresentaram uma redução dos teores de glucose em relação às frações brutas de 
93,3% e 95,7%, respectivamente (Tabela 5). Isso mostra que o emprego das enzimas 
α-amilase e amiloglucosidase foi eficiente na remoção do amido, visto que os teores de 
ácido urônico também tiveram um aumento significativo. 
A Figura 12A apresenta o espectro de RMN-13C da fração nativa GHW-I, onde 
é possível identificar sinais referentes ao amido em δ 99,7(C-1), δ 77,6 (C-4), δ 73,4 
(C-3), δ 71,7 (C-2), δ 71,4 (C-5), δ 69,7 (C-6 substituído) e δ 60,8 (C-6 livre) (FALK; 
STANEK, 1997; VRIESMANN; SILVEIRA; PETKOWICZ, 2009). Além disso, foi 
possível verificar alguns sinais característicos de α-D-GalA (1→4) ligado, dentre os 
quais estão δ 99,7 (C-1), δ 70,5 (C-3), δ 68,3 (C-2) e δ 52,8 (O-Me), que ficaram mais 
evidentes na fração purificada (GHW-IET). Novos sinais aparecem para o ácido α-D-
galacturônico na fração GHW-IET (Figura 12B). Dentr estes se destacam δ 172,0 e δ 
170,5 referentes aos grupamentos -COOH e -COOCH3, respectivamente, das unidades 
de GalA. Os sinais em δ 100 e δ 99,7 correspondem ao C-1 das unidades de GalA 
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esterificadas e não esterificadas, respectivamente. Em δ 78,6 aparece o sinal de C-4, δ 
70,5 de C-3, δ 68,1 de C-2 (VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009), δ 57,4 (SUN et al., 
2005) e δ 52,8 de O-CH3 (C-6) das unidades de GalA. Os sinais em δ 107,6 e δ 16,9 
referem-se a C-1 de α-L-Araf e C-6 (CH3) da α-L-Rhap, respectivamente 
(VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009).  
A Figura 13 apresenta os espectros de RMN-13C da fração nativa GHW-II 
(Figura 13A) e da fração tratada enzimaticamente para remoção do amido (GHW-
IIET) (Figura 13B), onde foi possível observar o desaparecimento de alguns sinais 
referentes ao amido, dentre estes δ 99,3, δ 78,4, δ 77,6, δ 73,4, δ 72,8, δ 71,8, δ 71,4, δ 
69,7, δ 68,9, δ 68,3 e δ 60,8. Também foi possível identificar a cadeia principal do 
ácido α-D-galacturônico (1→4) ligado (VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009) e o 
espectro desta fração (Figura 13B) apresenta-se muito semelhante ao da fração GHW-
IET (Figura 12B). No entanto, alguns sinais adiciona s entre δ 81 e 82,4 estão 
evidenciados para a fração GHW-IIET na Figura 13B, os quais podem ser atribuídos 
aos C-2 e C-4, respectivamente, das unidades de α-L-Araf. O sinal em δ 61,4 pode ser 
atribuído ao C-5 dos terminais não redutores das unidades de α-L-Araf, que também 
podem participar das ramificações nas pectinas (CARDOSO; SILVA; COIMBRA, 
2002; BUSHNEVA et al., 2002). O sinal em δ 20,1 pode ser referente a grupos acetil 
de unidades do α-D-GalpA e em δ 16,9 está presente também o sinal de C-6 (CH3) da 






FIGURA 12 -  ESPECTROS DE RMN-13C (D2O, 70 °C) DAS FRAÇÕES GHW-I 





FIGURA 13 - ESPETROS DE RMN-13C (D2O, 70 °C) DAS FRAÇÕES GHW-II 
(A) E GHW-IIET (B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
 
 
Os perfis de eluição por HPSEC das frações resultante do tratamento 
enzimático para remoção do amido (GHW-IET e GHW-IIET) estão apresentados na 
Figura 14, sendo comparados com aqueles das frações bruta  (GHW-I e GHW-II).  
Na fração GHW-I o pico detectado pelo índice de refração (RI), que tem sua 
eluição iniciada em 36 min, coincide parcialmente com o pico do espalhamento de luz 
(LS), que neste caso mostra-se bastante alargado provavelmente devido à presença do 
amido. Após o tratamento enzimático, o pico detectado pelo espalhamento de luz 
torna-se mais agudo e a detecção simultânea pelo índice de refração é praticamente 
nula, indicando que o tratamento com as enzimas foi efic ente na purificação da 
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amostra. O principal pico da fração GHW-IET, que deve corresponder à pectina, 
aparece em 48 min no detector de índice de refração e não é detectado no 
espalhamento de luz, indicando que se trata de uma molécula de menor massa molar.  
A fração GHW-IIET, após o tratamento para remoção do amido apresentou uma 
notável redução do pico detectado pelo índice de refração (RI), em torno de 38 min, 
quando comparada a amostra nativa GHW-II. O principal pico da fração GHW-IIET 
aparece em 48 min no detector de índice de refração e não é detectado no 
espalhamento de luz. Este pico deve corresponder à p ctina. 
 
 
FIGURA 14 -  PERFIS DE ELUIÇÃO POR HPSEC DAS FRAÇÕES GHW-I, 
GHW-IET, GHW-II E GHW-IIET, OBTIDAS DAS SEMENTES DE 
GUARANÁ, UTILIZANDO DETECTORES DE ESPALHAMENTO 
DE LUZ (LS) E ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI)  
 
Uma pectina isolada da polpa de cupuaçu (Theobroma grandiflorum) contendo 
65,4% de ácido urônico foi submetida a tratamento ezimático para remoção do amido 
contaminante. O teor de glucose da fração nativa foi de 7,1%, e após o tratamento 
enzimático houve redução deste percentual em aproximadamente 89%. O teor de ácido 
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urônico para a fração purificada foi de 81,9%. O perfil de eluição em HPSEC da 
fração purificada foi semelhante ao encontrado no presente trabalho, apresentando um 
pico principal em torno de 50 min. (VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009; 
VRIESMANN; SILVEIRA; PETKOWICZ, 2010). 
A fração GHW-IIET apresentou o maior teor de ácido urônico (70%) e menor 
conteúdo de glucose (2,4%) e por isso foi submetida à ultrafiltração, utilizando 
membrana de 0,1 µm, no intuito de purificar esta fração péctica. O tratamento 
enzimático deu origem às frações GHW-IIETF (filtrated) e GHW-IIETR (retained). A 
Figura 15 apresenta os perfis de eluição por HPSEC da fração GHW-IIET (antes da 
ultrafiltração) e GHW-IIETF (após ultrafiltração), mostrando apenas o detector de 
índice de refração (RI).  
 
 
FIGURA 15 -  PERFIS DE ELUIÇÃO POR HPSEC DAS FRAÇÕES GHW-IIET E 
GHW-IIETF, OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ, 
UTILIZANDO DETECTOR DE ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI). 
 
 
A ultrafiltração foi eficiente na remoção do pico próximo a 38 min, existente no 
perfil de eluição da fração GHW-IIET, e a amostra GHW-IIETF apresentou um perfil 
praticamente homogêneo no detector de índice de refração, não havendo detecção no 
espalhamento de luz (dado não mostrado). Uma diferença nos tempos de retenção dos 
picos principais indica que após ultrafiltração houve ma separação por tamanho dos 
polissacarídeos pécticos, dando origem a uma fração com massa molar menor. Já a 
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fração retida (GHW-IIETR), apresentou perfil de eluição multimodal por HPSEC 
(dado não mostrado).  
A Tabela 6 apresenta a composição monossacarídica das frações GHW-IIET, 
GHW-IIETF e GHW-IIETR. Foi possível perceber a diferença de composição das 
frações filtrada (GHW-IIETF) e retida (GHW-IIETR), indicando que houve separação 
de polissacarídeos na ultrafiltração.  
Os principais açúcares neutros da fração GHW-IIETF foram arabinose e 
galactose, conforme esperado para as cadeias laterais d  pectinas, que são compostas 
principalmente por arabinanas, galactanas ou arabinogalactanas (CAFFALL; 
MOHNEN, 2009; HABIBI et al., 2004). 
 
TABELA 6 -  COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES GHW-IIET, 
GHW-IIETF E GHW-IIETR OBTIDAS DAS SEMENTES DE 
GUARANÁ 
FRAÇÃO 
Rhaa  Fuca  Ara a  Xyl a  Mana   Gala    Glca  Ácido Urônicob 
(%) 
GHW-IIET 1,9 tr 16,8 2,7 0,6 5,6 2,4 70 
GHW-IIETF 2,3 tr 18,6 3,2 1 6,1 2,6 67 
GHW-IIETR  0,6 - 4,7 4,3 8 3,6 8,9 69 
 a Determinado por GLC. 
 b Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 
 
  
 Os grupos carboxílicos das unidades de ácido urônico da fração GHW-IIETF 
foram submetidos ao processo de carboxi-redução com NaBD4 para obtenção das 
unidades glicosídicas neutras correspondentes a fim de confirmar a identidade do 
açúcar ácido. Deste processo foi obtida a fração RGHW-IIETF (reduced), que após um 
ciclo de carboxi-redução apresentou 13% de ácido urônico. Após hidrólise e 
derivatização o teor de galactose aumentou cerca de 7x em relação à fração GHW-
IIETF, confirmando a presença do ácido galacturônico, como esperado para pectinas. 
A confirmação da presença do ácido galacturônico também foi obtida pela análise dos 
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perfis de fragmentos de massa gerados após carboxi-redução, hidrólise, redução, 
acetilação e análise em GC-MS. Na amostra carboxi-reduzida alguns fragmentos de 
massa referentes à galactose (m/z 170, 273 e 375) apresentaram-se com duas unidades 
de massa a mais (m/z 172, 275 e 377), indicando que houve a entrada de dois deutérios 
durante a redução com  NaBD4 na etapa de carboxi-redução (CARPITA; SHEA, 
1989). 
A Tabela 7 mostra a composição da fração carboxi-reduzida, onde é possível 
visualizar os demais açúcares neutros que compõe a fração RGHW-IIETF. 
Proporcionalmente foi possível verificar um aumento dos açúcares neutros tais como 
ramnose, arabinose, xilose e glucose. A baixa relação Rha:GalA sugere que a fração 
péctica isolada tem predomínio de regiões lineares. Entretanto, as regiões ramificadas 
apresentam, provavelmente, cadeias laterais de arabin nas, galactanas ou 
arabinogalactanas. 
 
TABELA 7 - COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES GHW-IIETF 
E RGHW-IIETF OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
a Determinado por GC-MS. 
b Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 
 
 
A fração obtida após ultrafiltração (GHW-IIETF) apresentou um espectro de 
RMN-13C bastante complexo (Figura 16), com sinais característicos de pectinas em δ 
174,7-170,6, referentes aos grupos carboxílicos (C-6) livres e metil-esterificados das 
unidades de α-D-GalpA, respectivamente (TANG et al., 1999). Os principais sinais, 
referentes à cadeia principal de α-GalpA (1→4) ligada, aparecem em δ 100,0 (C-1 das 
unidades esterificadas), δ 99,3 (C-1 das unidades não esterificadas), δ 78,5 (C-4), δ 
71,6 (C-5), δ 70,5 (C-3), δ 68,2 (C-2) e δ 52,8 (O-CH3 do C-6) (VRIESMANN; 
FRAÇÃO 
Rhaa  Ara a  Xyl a  Mana  Gala  Glca Ácido 
Urônicob 
       (%)    
GHW-IIETF  2,4 14,6 2,9 1,6 8 3,2 67 
RGHW-IIETF  3,6 17,2 3,0 1,5 56,3 5,2 13 
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PETKOWICZ, 2009).  Em δ 107,6 e 107,2 aparecem os sinais correspondentes as 
unidades de α-L-Araf indicando que estas unidades podem estar ligadas de duas 
diferentes formas, ou estarem substituídas (SIMAS-TO IN et al., 2009). O sinal 
correspondente ao C-1 de β-D-Galp mostra-se com baixa intensidade em δ 104,3. A 
região de δ 81-84 é característica de C-2, C-3 e C-4 de α-L-Araf e na região de δ 60-64 
estão presentes os sinais de C-5 de terminais não reduto es de α-L-Araf (δ 61,3) e 
também de C-6 livre de β-D-Galp (δ 60,9) (HABIBI et al., 2004). Em δ 20,2 observa-se 
um sinal referente a grupos acetil que devem estar ligados às unidades α-D-GalA e em 
δ 16,6 o CH3 (C-6) das unidades de α-L-Rha. 
Os resultados obtidos sugerem que a fração GHW-IIETF é constituída 
principalmente de uma homogalacturonana contendo inserções de 
ramnogalacturonana. As cadeias laterais da ramnogalacturonana são formadas 
principalmente por arabinose e galactose. 
 
 
FIGURA 16 -  ESPETRO DE RMN-13C (D2O, 70 °C) DA FRAÇÃO GHW-IIETF 
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
 
 
A fração GHW-IIETF apresentou grau de esterificação de 33%, indicando se 
tratar de uma fração péctica com baixo grau de esterificação. Embora a fração GHW-
IIETF tenha sido metilada duas vezes pelo método de Ciucanu e Kerek (1984), os 
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dados obtidos não foram satisfatórios, sugerindo que possa ter ocorrido degradação ou 
submetilação, o que impossibilitou a interpretação dos resultados. 
 
 
4.4 CARACTERIZAÇÃO DAS FRAÇÕES GHA2-I, GHA2-II, GHA4-I, GHA4-II, 
GHB2-I, GHB2-II, GHB4-I E GHB4-II        
 
 
Na Figura 17 estão apresentados os perfis de eluição por HPSEC das 
hemiceuloses A e B, extraídas sob duas condições alcalin s (NaOH 2M  e 4M). Todas 
as hemiceluloses mostraram-se heterogêneas.  
A fração principal de cada amostra eluiu entre 50 a 55 min e foi detectada 
simultaneamente tanto pelo índice de refração (RI) quanto pelo ultravioleta em 280 nm 
(UV). Este fato pode ser justificado pelos elevados índices de proteína, entre 22,6 e 
36%, determinados pelo método de Peterson (1977), bem como a presença de 
compostos fenólicos, com teores de 8 a 15,6% para as Hemiceluloses A/B – I, e 20,8 a 
38% para as Hemiceluloses A/B – II, estimados pela diferença entre as dosagens de 
proteína (Tabela 1) por Hartree (1972) e Peterson (1977), conforme descrito no item 
3.4.3 para hemiceluloses brutas (WU; HWANG, 2005; TAO; ZHANG, 2008).  
Inicialmente as frações GHA2-I e GHA2-II foram selecionadas para 
fracionamento por gelo e degelo, devido ao maior conteúdo de xilose (65,6%) e maior 
rendimento (2,2%) entre as hemiceluloses, respectivamente.  
A fração GHA2-I praticamente não apresentou material p ecipitado após vários 
ciclos de congelamento e degelo, já a fração GHA2-II originou uma porção solúvel, 
GHA2-IIS (supernatant) e uma porção precipitada, GHA2-IIP (precipitated). Os 
rendimentos em relação à fração bruta foram de aproximadamente 77% para GHA2-
IIS e 23% para GHA2-IIP.  
Na Tabela 8 estão mostrados os teores de açúcar total, proteínas e composição 
monossacarídica das frações submetidas ao processo d  c ngelamento e degelo e as 
frações resultantes. A fração GHA2-IIS apresentou predomínio de xilose (69,4%), 





FIGURA 17 - PERFIS DE ELUIÇÃO POR HPSEC DAS FRAÇÕES GHA2-I (A-
1), GHA2-II (A-2), GHA4-I (A-3), GHA4-II (A-4), GBA2-I (B-1), 
GHB2-II (B-2), GHB4-I (B-3), GHB4-II (B-4), OBTIDAS DAS 
SEMENTES DE GUARANÁ, UTILIZANDO DETECTORES DE 
ESPALHAMENTO DE LUZ (LS), ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI) E 
ULTRAVIOLETA EM 280 nm (UV). 
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Um fato interessante é que o procedimento de fracion mento por gelo e degelo 
proporcionou a separação de proteínas, que se concentraram na fração solúvel GHA2-
IIS, cujo rendimento em massa foi maior, enquanto a fração insolúvel (GHA2-IIP) 
apresentou apenas 0,3% de proteína. Vale ressaltar que a dosagem colorimétrica de 
açúcar total é conduzida através de uma curva de glucose, e que, dependendo da 
composição monossacarídica das frações este valor pode estar subestimado. O fato da 
fração GHA2-IIP ser insolúvel também pode justificar o baixo teor de açúcar total 
detectado. 
 
TABELA 8 - COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA, TEOR DE PROTEÍNA E 
AÇÚCAR TOTAL DAS FRAÇÕES GHA2-I, GHA2-II, GHA2-IIS E 
GHA2-IIP OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
FRAÇÃO 
Rhaa Araa Xyl a Mana Gala Glca Ácido urônicob Proteína
c Açúcar Totald 
           (%)    (%) (%) 
GHA2-I 0,6 5,5 65,6 tr 3,4 24,1 
 
tr 30,8 53,6 
GHA2-II 0,6 8,2 56,8 0,6 4,8 28,7 tr 35 26,5 
GHA2-IIS 0,5 7,7 69,4 0,7 4,6 12,7 3,9 72,5 18,8 
GHA2-IIP 0,7 7,6 17,8 tr 4,7 62,8 5,4 0,3 28,3 
a Determinado por GLC. 
b Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 
c Determinado por método colorimétrico de Peterson (1977). 
d Determinado por método colorimétrico de Dubois et al. (1956). 
 
 
Dentre as metodologias utilizadas na tentativa de remover as proteínas da fração 
GHA2-IIS (descritas no item 3.3.2.3) nenhuma foi completamente eficiente, e a 
redução dos percentuais de proteína não passou de 25%. A precipitação com TCA (20 
e 25%) não foi seletiva para as proteínas, promovendo também a precipitação dos 
polissacarídeos. Portanto, devido ao alto teor de proteína da fração GHA2-IIS e à 




A Figura 18 apresenta o espectro de RMN-13C da fração GHA2-I. É possível 
observar a presença de sinais que correspondem a uma cadeia de β-D-xilose (1→4) 
ligada, representada pelos sinais em δ 101,6 (C-1), δ 76,4 (C-4), δ 73,8 (C-3), δ 72,8 
(C-2) e δ 63,0 (C-5) (HABIBI; MAHROUZ; VIGNON, 2002; MELLINGER et al., 
2005; CIPRIANI et al., 2008). Demais sinais em δ 99,7 (C-1), δ 77,6 (C-4), δ 73,4 (C-
3), δ 71,7 (C-2), δ 71,4 (C-5) e δ 60,8 (C-6) podem ser atribuídos ao amido, presente 
nesta fração (VRIESMANN; SILVEIRA; PETKOWICZ, 2009).  
 
 
FIGURA 18 -  ESPECTRO DE RMN-13C (D2O, 70 °C) DA FRAÇÃO GHA2-I 
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
 
 
A fração GHA2-I que apresentou o maior conteúdo de xilose (65,5%) e um dos 
maiores conteúdos de açúcar total (53,6%) (Tabela 1  2) dentre as hemiceluloses foi 
então submetida a fracionamento com solução de Fehling, na tentativa de isolar uma 
xilana. As frações obtidas apresentaram-se heterogêneas quando analisadas por 
HPSEC (não mostrado). A fração precipitada com reagente de Fehling apresentou 
menor conteúdo de xilose que a fração bruta (40,6%), além de conter amido como 
contaminante (confirmado pelo teste de lugol). Mesmo após tratamento desta fração 
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com α-amilase e amiloglucosidase a fração se manteve heterogênea por HPSEC e foi 
descartada. 
Uma nova tentativa de purificação foi adotada para  fração GHA2-I, 
empregando-se uma coluna cromatográfica de troca iônica (DEAE Trisacryl® Plus M), 
a fim de remover as proteínas presentes. A partir deste procedimento foram obtidas 
quatro frações: a fração eluída com água, nomeada GHA2-IW (water); a fração eluída 
com NaCl 2M, chamada de GHA2-INaCl; e as frações eluídas com solução de NaOH 
(0,5 e 1M) que foram denominadas GHA2-I0,5NaOH e GHA2-INaOH. O rendimento, 
teor de proteína e açúcar total das frações obtidas por fracionamento em coluna de 
troca iônica estão apresentados na Tabela 9. A composição monossacarídica está 
mostrada na Tabela 10.  
 
TABELA 9 -  RENDIMENTO, TEOR DE AÇÚCAR TOTAL E PROTEÍNA DAS 
FRAÇÕES ORIUNDAS DO FRACIONAMENTO POR COLUNA 
DE TROCA IÔNICA OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
FRAÇÃO 
Rendimentoa        Açúcar Totalb         Proteínac 
                                 (%)                                        
GHA2-IW 33,5 65,3 nd 
GHA2-I-NaCl 11,1 24,4 nd 
GHA2-I0,5NaOH 36 21,3 54,5 
GHA2-INaOH 6,1 15,3 19,5 
a Calculado com relação à quantidade de material aplicado na coluna.  
b Determinado por método colorimétrico de Dubois et al. (1956). 
                c Determinado por método colorimétrico de Peterson (1977). 
                 nd Não detectado. 
  
 
As frações eluídas com água (GHA2-IW) e NaCl (GHA2-I-NaCl) 
apresentaram-se livres de proteínas, sendo estas recupe adas nas frações eluídas com 
álcali. A xilose foi o principal monossacarídeo para todas as frações obtidas. A glucose 
também foi um componente quantitativamente importante para todas as frações e sua 
presença foi atribuída à contaminação por amido, que foi confirmada no teste de lugol.  
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TABELA 10 - COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES 
ORIUNDAS DO FRACIONAMENTO POR COLUNA DE TROCA 
IÔNICA OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
FRAÇÃO 
Rhaa  Fuca    Ara a Xyla  Mana  Gala  Glca  Ácido 
Urônicob 
(%) 
GHA2-I 0,6 tr 5,5  65,6 tr 3,4 24,1 tr 
GHA2-IW tr tr 1 52,8 tr 1,9 33,3 10,6 
GHA2-I-NaCl 0,9 0,5 10,8 56,6 0,7 7,9 7,9 14,5 
GHA2-I0,5NaOH 0,5  tr  6,1 66,6 0,7 3,9 13,1  8,2 
GHA2-INaOH 0,9 0,9  24,8  36,2 2,2 11,9  18,8 4,2 
a Determinado por GLC. 
b Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 
tr Traços (< 0,5%). 
 
Percebe-se que as proteínas que interagiram com a coluna de troca iônica 
eluíram apenas sob condições drásticas (NaOH 0,5 e 1M), indicando forte interação 
com a coluna. A passagem de polissacarídeos ácidos, evidenciados pela presença de 
acido urônico na fração eluída com água (GHA2-IW) sugere que houve uma saturação 
da coluna nas condições utilizadas. 
A fração GHA2-IW foi submetida a tratamento enzimátco para remoção do 
amido, resultando na fração GHA2-IWET (enzymatic treatment). Após este 
procedimento, observou-se uma redução de aproximadaente 87% no conteúdo de 
glucose, indicando remoção considerável do amido. A Figura 19 mostra os perfis de 
eluição por HPSEC, mostrando apenas o detector de índice de refração das frações 
GHA2-I (bruta), GHA2-IW e GHA2-IWET, apresentando a evolução obtida após 
purificação. As frações GHA2-IW e GHA2-IWET apresentam-se semelhantes entre si, 
exibindo distribuição de massa multimodal. 
Com a finalidade de purificar a fração GHA2-IWET, esta foi submetida a um 
sistema de diálise fechada contra água MiliQ, empregando-se membranas com limites 





FIGURA 19 -  PERFIS DE ELUIÇÃO POR HPSEC DAS FRAÇÕES GHA2-I, 
GHA2-IW E GHA2-IWET, OBTIDAS DAS SEMENTES DE 
GUARANÁ, UTILIZANDO DETECTOR DE ÍNDICE DE 
REFRAÇÃO (RI).  
 
 
A Tabela 11 apresenta a composição monossacarídica das frações GHA2-IW, 
GHA2-IWET e GHA2-IWETD. 
 
TABELA 11 -  COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES GHA2-IW, 
GHA2-IWET E GHA2-IWETD OBTIDAS DAS SEMENTES DE 
GUARANÁ 
FRAÇÃO 
Rhaa  Fuca   Ara a  Xyl a  Mana  Gala  Glca  Ácido Urônicob 
(%) 
GHA2-IW tr tr 1 52,8 tr 1,9 33,3 10,6 
GHA2-IWET tr tr tr  75,8 1,6 3,6 4,3 13,7 
GHA2-WETD tr nd 1,5 75,7 1,4 3,1 4,1 13,8 
a Determinado por GLC. 
b Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 




A seguir (Figura 20) estão mostrados os perfis de eluição por HPSEC das 
amostras GHA2-IW, GHA-IWET e GHA2-IWETD, mostrando apenas o detector de 
índice de refração.  
 
 
FIGURA 20 - PERFIS DE ELUIÇÃO POR HPSEC DAS FRAÇÕES GHA2-IW, 
GHA2-IWET E GHA2-IWETD, OBTIDAS DAS SEMENTES DE 
GUARANÁ, UTILIZANDO DETECTOR DE ÍNDICE DE 
REFRAÇÃO (RI)  
 
 
Analisando o perfil de eluição da fração GHA2-IWETD, observa-se que após a 
filtração na membrana de 1.000 KDa houve redução do pico em torno de 40 min, já a 
diálise usando membrana de 16 KDa, auxiliou na redução dos picos com tempos de 
retenção superiores a 60 min. Vale destacar que esta fração não apresentou detecção 
simultânea no ultravioleta (280 nm), mostrando desta forma que a cromatografia de 
troca iônica foi eficiente na remoção de proteínas anteriormente associadas.  
O espectro de RMN-13C da fração bruta GHA2-I (A) e purificada GHA2-
IWETD (B), obtida após fracionamento por cromatografia de troca iônica, tratamento 






FIGURA 21 - ESPECTROS DE RMN-13C (D2O, 70 °C) DAS FRAÇÕES GHA2-I 
(A) E GHA2-IWETD (B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE 
GUARANÁ 
 
No espectro de RMN-13C da fração GHA2-IWETD (Figura 21B), os cinco 
sinais principais são característicos de β-D-xilose 1→4 ligada, sendo estes δ 101,7 (C-
1), δ 76,5 (C-4), δ 73,8 (C-3), δ 72,8 (C-2) e δ 63,0 (C-5) (MELLINGER et al., 2005; 
CIPRIANI et al., 2008). Em δ 102,4 observa-se um pequeno sinal referente ao 
terminal não redutor de β-D-xilose e em δ 101,2 às unidades 2,4-di-O-substituídas 
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(CIPRIANI et al., 2008). Em δ 97,7 está presente o sinal do C-1 das unidades não 
redutoras de 4-O-Me-α-D-GlcpA (CIPRIANI et al., 2008) ou α-D-GlcpA 
(MELLINGER et al., 2005). Alguns sinais podem ser atribuídos aos carbonos das 
substituições por 4-O-Me-α-D-GlcpA como em δ 82,3 (C-4), δ 76,8 (C-3), δ 72,3 (C-5) 
e δ 71,5 (C-2) (VIGNON; GEY, 1998; HABIBI, MAHROUZ; VIGNON, 2002). 
Sinais em δ 61,7 e δ 60,9 podem ser atribuídos a C-6 livres de hexoses (Glc, Gal ou 
Man). O sinal em δ 59,5 é referente ao grupo –OCH3 das unidades de 4-O Me-α-D-
GlcpA (HABIBI, MAHROUZ; VIGNON, 2002; MELLINGER et al., 2005; 
CIPRIANI et al., 2008). Quando se comparam os espectros da fração GHA2-I (Figura 
21A) e GHA2-IWETD (Figura 21B) é possível verificar o desaparecimento dos sinais 
referentes ao amido e o aparecimento de novos sinais característicos de uma D-
glucurono-D-xilana, contendo unidades de 4-O-Me-α-D-GlcpA.  
Vignon e Gey (1998) e Habibi, Mahrouz e Vignon (200) ao estudarem xilanas 
extraídas de sementes de outros vegetais, como marmelo (Cydonia oblonga) e figo 
(Opuntia ficus-indica) respectivamente, observaram deslocamentos químicos muito 
semelhantes para 4-O metil-D-glucurono-D-xilanas.  
Após carboxi-redução, seguida de derivatização até acetatos de alditol, a fração 
resultante RGHA2-IWETD foi avaliada por GC-MS. A presença de 4-O-Me-α-D-Glc 
foi confirmada pelo perfil de fragmentação (m/z 86, 87, 99, 129, 159, e 189) e tempo 
de retenção, indicando a presença de 4-O-Me-α-D-GlcpA (7%) na fração RGHA2-
IWETD. A glucose aumentou cerca de duas vezes o percentual original, atingindo 
8,5%, confirmando assim a identidade do ácido glucurônico. A análise de metilação 
(Tabela 12) da amostra carboxi-reduzida mostrou a presença dos derivados 2,3-Me2-
Xyl (54%), 3-Me-Xyl (10%) e 2,3,4-Me3-Xyl (8%), confirmando os dados de RMN. A 
presença de Xyl (5%) não metilada pode indicar que há porções totalmente 
substituídas, ou que a amostra foi submetilada. O derivado 2,3,4,6-Me4-Glc (12%) 
indica o terminal não redutor de α-D-GlcA ou 4-O-Me-α-D-Glc, e outros derivados 
observados como 2,3,6-Me3-Glc (5%) e 2,3-Me2-Glc (3%) podem indicar 
contaminação por amido. Segundo Morrison (2001) as xil nas podem conter pequenas 
proporções de galactose, confirmado pelo derivado 2,3,4,6- Me4-Gal (3%), que pode 
sugerir substituições nas cadeias laterais. 
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TABELA 12 -  ANÁLISE POR METILAÇÃO DA FRAÇÃO RGHA2-IWETD 
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
Acetatos de alditóisa Tipo de ligação % 
2,3,4 –Me3-Xyl Xyl p-(1→ 8 
2,3-Me2-Xyl →4)-Xylp-(1→ 54 
3-Me-Xyl →2,4)-Xylp-(1→ 10 
Xyl →2,3,4)-Xylp-(1→ 5 
2,3,4,6 –Me4-Glc Glcp-(1→ 12 
2,3,6-Me3-Glc →4)-Glcp-(1→ 5 
2,3-Me2-Glc →4,6)-Glcp-(1→ 3 
2,3,4,6- Me4-Gal  Galp-(1→ 3 
      a Determinado por GC-MS. 
 
 
4.5 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  
 
 
Embora a atividade antioxidante esteja normalmente associada aos compostos 
de baixa massa (LAKO et al., 2007), diversos autores têm investigado a atividade 
antioxidante de polissacarídeos (YANG et al., 2006; YANG et al., 2008; 
CHATTOPADHYAY et al., 2010; LUO et al., 2010). A fração GHW-IIET, extraída 
com água quente e purificada através de tratamento enzimático, apresentou o maior 
teor urônico (70%) dentre as frações pécticas, além de um rendimento em massa 
satisfatório (530 mg). Esta fração apresentou-se rica em ácido galacturônico, estando 
presente também arabinose (17,4%), galactose (5,7%), xilose (2,9%), glucose (2,4%) e 
manose (1%). Também foram detectados, em pequena quantidade, compostos 
fenólicos (2%) e proteínas (2%). Portanto, c mo polissacarídeos ácidos já foram 
descritos por apresentaram potencial antioxidante (KARDOŠOVÁ; MACHOVÁ, 
2006; QI et al., 2006; YANG et al., 2010), neste trabalho a fração péctica GHW-IIET 
foi selecionada para realização de ensaios contra radicais livres.  
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Sabendo que o guaraná tem sua atividade antioxidante associada aos compostos 
fenólicos (KUSKOSKI et al., 2005) e que o emprego dos solventes como 
metanol/água (4:1) promovem a extração destes compostos (SPAGOLLA et al., 2009), 
o extrato GMW, obtido através destas condições, cujo rendimento em massa foi 
bastante elevado (15,33 g), também foi utilizado nos ensaios de atividade antioxidante. 
O extrato GMW apresentou um elevado conteúdo de compostos fenólicos (37,5%), 
além de conter 17% de açúcares redutores e 26,7% de açúcar total.  
A Tabela 13 mostra a composição monossacarídica do extrato com e sem 
hidrólise prévia com TFA. Os açúcares livres mais comumente encontrados em 
material de origem vegetal são a glucose, frutose e acarose. No extrato GMW, a 
glucose está presente em maior proporção tanto no extrato submetido à hidrólise como 
naquele não hidrolisado, indicando a presença de glucose livre. A presença de manose, 
detectada por GLC como manitol hexa-acetato é provavelmente resultante da 
derivatização da frutose. A frutose, por ser uma cetose,  ao ser reduzida na forma de 
alditol produz uma mistura de manitol e glucitol, que após acetilação geram manitol e 
glucitol hexa-acetato, este último contribuindo para elevar os níveis de glucose. A 
presença de outros monossacarídeos, como Rha, Ara e Gal, cujos percentuais 
aumentam após a hidrólise indica a presença de oligossacarídeos na fração GMW.  
 
TABELA 13 -  COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DO EXTRATO GMW, 
OBTIDO DAS SEMENTES DE GUARANÁ, COM E SEM 
HIDRÓLISE 
GMW  
Rhaa  Ara a  Xyl a  Mana Gala  Glca   
(%) 
Sem Hidrólise -  2,9 1 12,4 - 83,6  
Com Hidrólise 0,9  8,8 1 4,4 1,7 83  
    a Determinado por GLC. 
 
Na Figura 22 está apresentado o espectro de RMN-13C do extrato GMW 
indicando a complexidade da composição da amostra. Os principais grupos funcionais 
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relacionados ao carbono estão indicadas com as letras A (Alquila - 0 a 45 ppm), B 
(Metoxila - 45 a 60 ppm), C (Carboidratos - 60 a 94 ppm), D (Di-O-alquila - 94 a 110 
ppm), E (Arila - 110 a 142 ppm) e F (Fenólico - 142 a 160) (MATHERS et al., 2003).   
 
 
FIGURA 22 -  ESPECTRO DE RMN-13C (MeOD, 30 °C) DO EXTRATO GMW 
OBTIDO DAS SEMENTES DE GUARANÁ 
 
Inicialmente, as frações GMW e GHW-IIET foram utilizadas em um ensaio de 
seqüestro de radical DPPH, empregando-se oito concentrações diferentes (0,1-10.000 
µg/mL). Ácido ascórbico (AA) e o butil hidroxianisol (BHA), que são antioxidantes 
freqüentemente aplicados em alimentos, foram utilizados como controles. Os 
resultados obtidos estão demonstrados na Figura 23.  
É possível verificar a atividade antioxidante depende da concentração de 
amostra empregada. Outros autores também observaram um comportamento similar 
(YANG et al., 2006; GE et al., 2009; XU et al., 2009).  
Em baixas concentrações a fração GHW-IIET praticamente não apresentou 
atividade antioxidante, atingindo apenas 15% de seqüestro de radical DPPH na 
concentração de 500 µg/mL. Enquanto isso, nesta mesma concentração, o extrato 




Nas concentrações de 1.000 e 10.000 µg/mL o polissacarídeo testado (GHW-
IIET) apresentou atividade seqüestrante de DPPH de 24 e 68,4% respectivamente. Na 
maior concentração testada ocorreu forte descoloraçã  da solução de DPPH, reduzindo 
consideravelmente sua absorbância, porém houve precipitação do polissacarídeo 
devido ao uso do etanol necessário para solubilização do DPPH. Concentrações mais 
elevadas não puderam ser testadas devido a esta limitação. 
 
  





























































Observação: O símbolo (•) em cima da letra indica que dentro daquela concentração as amostras não 
diferem estatisticamente entre si. Letras iguais, dentro da análise da mesma fração ou amostra, nas 
diferentes concentrações testadas, indicam que não há diferença estatística. Letras diferentes, dentro da 
análise da mesma fração ou amostra, nas diferentes concentrações testadas, indicam diferença 
estatística (p < 0,05).  
FIGURA 23 - ENSAIO DE ATIVIDADE SEQÜESTRANTE DE RADICAL DPPH 
PARA AS AMOSTRAS GMW E GHW-IIET, OBTIDAS DAS 
SEMENTES DE GUARANÁ, ÁCIDO ASCÓRBICO E BHA EM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
 
Yang et al. (2006) pesquisaram a atividade antioxidante de polissacarídeos 
extraídos do pericarpo do fruto da lichia, pertencente a mesma família do guaraná 
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(Sapindaceae). Os autores testaram duas concentrações de polissacarídeo, 50 e 100 
µg/mL, e verificaram percentuais de 40,6 e 54,1% de atividade seqüestrante de radical 
DPPH para uma fração que apresentava 65% de manose, 33% de galactose e 1,4% de 
arabinose.  
Ge et al., (2009) determinaram o poder antioxidante dos polissacarídeos do 
cálice do fruto Physalis alkekengi, tipicamente utilizado na medicina chinesa como 
agente terapêutico. Os autores obtiveram 4 frações de polissacarídeos, PAVF I, PAVF 
II-a, PAVF II -b e PAVF III com 107, 500, 170 e 420 KDa, respectivamente. A fração 
PAVF I, constituída principalmente de arabinose, apresentou o maior potencial 
antioxidante contra o radical DPPH. Utilizando-se três concentrações de PAVF I (0,5; 
1 e 1,5 mg/mL) os percentuais de seqüestro de radical foram 37,2; 46,1 e 53,3 % 
respectivamente.  
 Um polissacarídeo extraído do pericarpo de longan, outro fruto pertencente à 
família do guaraná, composto de 32,8% de arabinose, 33,7% de galactose, 17,6% de 
glucose e 15,9% de ácido galacturônico (YANG et al., 2009) foi testado quanto ao seu 
potencial antioxidante, tanto na sua forma original quanto metilada. O percentual de 
atividade seqüestrante de radical DPPH obtido para o polissacarídeo na concentração 
de 100 µg/mL foi de 22% e de 53% para a atividade contra o radical superóxido. Os 
autores verificaram que o grau de metilação diminuiu tanto a capacidade de seqüestro 
de radical DPPH quanto de anion superóxido. Os autores concluem que as hidroxilas 
presentes nos polissacarídeos são essenciais na atividade antioxidante (YANG et al., 
2010). 
Segundo Yang et al., (2010) a arabinose e a galactose desempenham um 
importante papel na capacidade seqüestrante de radical DPPH. Considerando-se esta 
afirmação, sabendo que a fração péctica GHW-IIET apresentou 16,4 e 5,5% destes 
monossacarídeos, respectivamente, pode-se sugerir qu , a atividade observada seja em 
parte proveniente desta característica. 
 Majhenič, Škerget e Knez, (2007) obtiveram extratos de guaraná em pó 
utilizando como solventes água, metanol, etanol e acetona em temperatura ambiente e 
fervura. O extrato metanólico a quente apresentou 17,6% de compostos fenólicos, 
3,9% de procianidinas, além de cafeína, catequinas e epicatequinas. Utilizando uma 
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única concentração de amostra (1 mg/mL), a menor ativid de seqüestrante de radical 
DPPH foi observada para o extrato aquoso, enquanto o extrato metanólico a quente 
apresentou atividade antioxidante superior a 85%.  
O extrato GMW obtido no presente trabalho apresentou percentuais de 
seqüestro de radical DPPH de 83,1 e 91,1%, para as concentrações de 1 e 10 mg/mL 
(1.000 e 10.000 µg/mL). Estes dados são semelhantes aqueles observados por 
Majhenič, Škerget e Knez (2007) para a concentração de 1 mg/mL. 
 A seguir está apresentado (Figura 24) o resultado referente ao ensaio de 
atividade seqüestrante de radical hidroxila (OH•), para as amostras GMW e GHW-
IIET, em diferentes concentrações. Neste caso foram selecionadas as concentrações 
que melhor expressaram atividade antioxidante no ensaio com DPPH (100-10.000 
µg/mL ou 0,1-10 mg/mL). 
 Nota-se maior dependência com relação à concentração testada para a fração 
GHW-IIET do que para a o extrato GMW, onde para este úl imo a diferença de 
atividade entre a concentração mais baixa e a mais alt  foi de 14,4%, enquanto esta 
diferença para a fração polissacarídica foi de 30,5%.  
A fração GMW exibiu 52, 60, 61,3 e 66,5% de atividade antioxidante no teste 
de seqüestro do radical hidroxila (OH•), para as respectivas concentrações testadas 
(0,1; 0,5; 1 e 10 mg/mL). Já a fração péctica (GHW-IIET) mostrou 38,2% (0,1 
mg/mL), 52,1% (0,5 mg/mL); 55,8% (1 mg/mL) e 68,7% (10 mg/mL) de atividade 
antioxidante neste mesmo teste. Vale ressaltar que na maior concentração testada (10 
mg/mL) os valores de atividade antioxidante não diferem estatisticamente entre as 
duas amostras. Os polissacarídeos presentes no pericar o do fruto da lichia foram 
testados quanto à sua capacidade seqüestrante de radical hidroxila (OH•). A menor 
concentração testada (50 µg/mL) mostrou atividade de 46,8% e a maior concentração 
(100 µg/mL) de 53,1% (Yang et al., 2006). 
Frações polissacarídicas isoladas do cálice do fruto Physalis alkekengi 
apresentaram elevado potencial antioxidante no teste de seqüestro de radical hidroxila 
(OH•). Nas concentrações testadas (0,05; 0,1 e 0,15 mg/mL) a fração composta 
principalmente por arabinose apresentou percentuais de atividade de 61,8; 72,5 e 
80,5%, respectivamente. Outra fração, composta por xilose, frutose e glucose também 
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mostrou forte atividade seqüestrante de radical hidrox la, atingindo até 68,1% quando 











































Observação: O símbolo (•) em cima da letra indica que dentro daquela concentração as amostras não 
diferem estatisticamente entre si. Letras iguais, dentro da análise da mesma fração ou amostra, nas 
diferentes concentrações testadas, indicam que não há diferença estatística. Letras diferentes, dentro da 
análise da mesma fração ou amostra, nas diferentes concentrações testadas, indicam diferença 
estatística (p < 0,05).  
FIGURA 24 - ENSAIO DE ATIVIDADE SEQÜESTRANTE DE RADICAL 
HIDROXILA (OH •) PARA AS AMOSTRAS GMW E GHW-IIET, 
OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANÁ, EM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES  
 
Qi et al. (2006) verificaram que grupamentos acetil e benzoil pr porcionam 
aumento da atividade antioxidante de polissacarídeos, quando comparados a sua forma 
natural. No teste de seqüestro de radical hidroxila os autores verificaram maior 
redução (30,8-70,2%) para o polissacarídeo acetilado (testado nas concentrações 0,25-
1,52 g/mL). Segundo os autores o grupamento acetil pode favorecer a ativação do 
átomo de hidrogênio do carbono anomérico, promovendo a oação deste a um radical, 
o que promove a interrupção da reação em cadeia.  
Sabendo que a fração péctica GHW-IIET possui grupamento acetil em sua 
estrutura, confirmado pelo sinal em 20,1 ppm no espectro de RMN-13C (Figura 13B, 
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página 74), é possível que esta característica tenha contribuído para o percentual de 
atividade seqüestrante de radical hidroxila (QI et al., 2006).   
Basicamente existem dois mecanismos envolvidos na atividade antioxidante. 
Um deles ocorre devido à capacidade que alguns compostos exibem em doar 
hidrogênio ao radical, e o outro pela habilidade de qu lar íons catalíticos envolvidos na 
reação radicalar (HU; ZHANG; KITTS, 2000). A fração péctica apresentou maior 
atividade antioxidante contra o radical hidroxila (OH•) do que contra o radical DPPH, 
nas menores concentrações de polissacarídeo testadas (0,1-10 µg/mL). Isso sugere que 
dependendo da concentração do polissacarídeo, diferentes mecanismos de ação podem 
estar envolvidos no seqüestro de radicais.   
O extrato GMW, mesmo em concentrações mais baixas, apresentou forte 
atividade antioxidante, tanto contra o radical DPPH como contra o radical hidroxila 
(OH•). A partir destes dados, pode-se dizer que os extratos da semente do guaraná 
podem ser potenciais antioxidantes naturais nas indústrias de alimento, cosmética e 
farmacêutica (MAJHENIČ; ŠKERGET; KNEZ, 2007). Além disso, pode-se inferir 
que não somente os compostos de baixa massa presentes no guaraná atuam como 
antioxidantes, mais que os polissacarídeos também podem desempenhar esta função, 






 O guaraná apresentou alto rendimento com relação às frações de amido 
extraídas com DMSO, obtendo-se uma fração com alto teor de amilose e uma segunda 
fração de amido contendo majoritariamente amilopectina. Estas frações apresentaram 
comportamento reológico distinto quando analisadas em DMSO 90%. A fração com 
maior teor de amilopectina apresentou maior viscosidade e maior caráter elástico do 
que a fração rica em amilose. 
 As frações pécticas extraídas com água quente apresentaram-se contaminadas 
por amido, demonstrando que a extração com DMSO não foi t talmente efetiva. Após 
tratamento com enzimas específicas uma fração péctica foi obtida e caracterizada. Os 
dados obtidos indicaram que a fração isolada corresponde a uma homogalacturonana 
com poucas inserções de ramnogalacturonanas e cadeias laterais compostas de 
arabinose e galactose. 
 As hemiceluloses apresentaram altos percentuais de xilos , glucose e arabinose 
e todas as frações mostraram elevados teores de prot ínas, removidas por 
cromatografia de troca iônica, visto que outros métodos testados não foram totalmente 
eficientes. Após várias etapas de fracionamento, uma D-glucurono-D-xilana, contendo 
unidades de 4-O-Me-α-D-GlcpA foi isolada e caracterizada a partir do extrato alcalino 
obtido com NaOH 2M. 
 Os testes de atividade antioxidante mostram-se promiss res para estudos 
futuros com polissacarídeos do guaraná, já que a fração péctica testada exibiu 
atividade contra o radical hidroxila, assim como o extrato metanólico rico em 
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